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Bd. 281 (1944) 1 


Die Kreismessermethode, ein neues Verfahren zum Schneiden 
tierischer und pflanzlicher Stoffe 
Von 
Robert Voigt 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1943) 


Die neue Methode gestattet, binnen kurzer Zeit eine gréBere An- 
zahl von Gewebsschnitten in gleichbleibender, genau einstellbarer Dicke 
(bis herab zu etwa 0,2 mm) herzustellen. Das Organ wird dabei in 
gleichmaBiger Geschwindigkeit gegen ein rotierendes Kreismesser be- 
wegt, wodurch das Gewebe weder gequetscht noch zerrissen wird. Die 
Schnittdicke ist durch eine Mikrometerschraube einzustellen!). 

Die Apparatur wurde aus einem alten Schlittenmikrotom zu- 
sammengebaut. Fig. 1 mége sie erlaiutern. 



































PPIOSETAIN A ie it ] 
Fig. 1 
1 Motor 4 Haltevorrichtung 7 Schlitten 
2 Kreismesser 5 Vorschubvorrichtung 8 Schraube mit Kurbel 
3 Kork 6 Mikrometerschraube 9 Petrischale 


Der Messerschlitten (7) des Mikrotoms dient zum Transport des 
Organstiicks gegen das Kreismesser (2). Die am Mikrotom urspriinglich 
senkrecht angebrachte Mikrometerschraube (6) wurde mitsamt der Vor- 


1) Die GleichmaBigkeit der Schnittdicke hingt von der genauen Zentrie- 
rung des Messers ab. 
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schub- (5) und Haltevorrichtung (4) waagerecht montiert, so daB sie einen 
Winkel ven 90° zur Schlittenbahn bildet. In der Haltevorrichtung (4) 
am Messerschlitten wird ein Korkstopfen (3) befestigt, auf den das zu 
schneidende Organstiick mit Gelatine aufgezogen ist. Durch Rechts- 
drehung der Mikrometerschraube wird also das Organ nach links gegen 
das Messer hin bewegt, und zwar in Héhe der rotierenden Achse. Aus 
der GréBe der Mikrometerschraubendrehung ergibt sich die Schnitt- 


dicke. Die Bewegung des Schlittens (7) selbst ist die eigentliche Schnitt-' 


bewegung. Da diese gleichmaBig erfolgen muB, wird der Schlitten 
nicht mit der Hand, sondern durch eine anmontierte Schraube mit 
Handrad (8) verschoben. Fig. 2 zeigt den Anstellwinkel des Messers von 
etwa 10° gegen das Priparat. 

Das Messer wurde aus einem Kreissigenblatt angefertigt?). Zum 
Schneiden von Ratten- und Meerschweinchenorganen. verwandte ich 
Messer von 8 und 15cm Durchmesser. Damit die Schnitte nicht am 
Messer haften bleiben und dann durch die Geschwindigkeit der Rota- 
tion gezerrt und zerrissen werden kénnen, lauft der untere Teil des 
Messers durch eine mit Krebsscher Nahrlésung?) gefiillte Petrischale ($), 
die gleichzeitig die Schnitte auffingt. Die Rotation des genau justierten 
Messers wird durch einen Widerstand am Elektromotor (1) auf eine 
mittlere Geschwindigkeit einreguliert. Zur feineren Einstellung der 
Geschwindigkeit (Kompensierung der Geschwindigkeitsabnahme beim 
Eindringen des Messers in das Organstiick, Abbremsung am Ende der 
Schnittbildung, damit der fertige Schnitt nicht fortgeschleudert wird) 
legt man am besten die linke Hand auf die Welle des Motors. Bei einiger 
Ubung kann man so erreichen, da der Schnitt mit dem Messer fort- 
gefiihrt und beim Eintauchen in die Nahrlésung abgeschwemmt wird. 

Die serienmaBige Anfertigung von Schnitten genau bekannter 
Dicke bietet nun einige Vorteile gegeniiber der bisher geiibten frei- 
handigen Darstellung der Gewebsschnitte mit einem Rasiermesser. Auf 
diese ,Weise 1aBt sich eine héhere Anzahl von Schnitten (100—150 mg 
pro Ansatz) herstellen, so da8 man fiir Isolierungsversuche geniigend 
Material bekommt, um Ansitze mit gréBeren Substratmengen durch- 
fiihren zu kénnen. 

Die mit dieser Methode angefertigten Schnitte werden mit Kork- 
bohrern bekannten Durchmessers (4—9 mm) ausgestanzt. Da durch 
die me¢hanische Anfertigung der Schnitte und durch das Ausstanzen 
Dicke und Oberfliche der Schnitte genau bekannt sind, so laBt sich 
ohne Schwierigkeit das Volumen der Schnitte aus diesen beiden GréBen 
errechnen. Man ist also in der Lage, alle AtmungsgefiBe mit der gleichen 
Gewebsmenge zu beschicken und erhalt dadurch direkt vergleichbare 


*) Ich danke der Firma E. Kochenrath, Remscheid, fiir die freundliche 
Uberlassung verschiedener Kreissiigenblitter, und Herrn Oberpriparator Lind 
vom Institut fiir vegetative Physiologie in Frankfurt a. M. fir die Ausfihrung 
der feinmechaniachen Arbeiten. 

3) H. A. Krebs, H. 8. 217, 191, (1939). 
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n — Werte fiir den Sauerstoffverbrauch, der bisher auf das Frisch- bzw. 
) — das Trockengewicht der Schnitte bezogen werden muBte. 
1 oy 


In den unten beschriebenen Versuchen wurde die Atmung -durch 





‘ ' folgenden Quotienten charakterisiert: 
S ~_— mm verbrauchter O, 
- 22 ~~ 10 mg Frischgewicht - Stunde 


, Das Frischgewicht wurde nicht durch Wagung, sondern durch 
Multiplikation des Gewebevolumens mit dem spezifischen Gewicht 
‘ der Organe ermittelt. 


DaB Schnitte gleicher Oberfliche und gleicher Dicke gleich 
atmen, zeigen die in folgenden drei Tabellen zusammengefaBten Ver- 
L suche. 


Versuch 1 


Rattenniere, Schnittdicke 0,5mm, pro Gefaé8B sieben Schnitte von 
5,5 mm und vier Schnitte von 4mm Durchmesser. Schnittoberfliche 217 mm?, 
| Gewebsvolumen 108,5 mm, spezifisches Gewicht der Niere 1,05, Gewebs- 
_ gewicht 114,0mg, ReaktionsgefiBe Krebssche Lésung, AbsorptionsgefaiBe 
50% KOH, kein Zusatz bakterizider Stoffe. 























Zeit GefaB Verbrauch an O, Qo, 
Nr. mm? 
1 278 24,3 
1 Stunde 2 268 23,6 
3 268,5 23,6 
1 1066 18,7 
5 Stunden 2 1040 18,3 
3 1015 17,8 
1 1310 16,5 
7 Stunden 2 1315 16,5 
3 1240 15.6 
Versuch 2 


Rattenherz, Schnittdicke 0,5 mm, pro Gefé8& neun Schnitte von 4mm 
Durchmesser; Schnittoberfliche 113,4mm?, Gewebsvolumen 56,7 mm*. Spe- 
zifisches Gewicht des Herzens 1,05. Gewebsgewicht 59,4 mg, sonst wie Versuch 1. 














Zeit GeféB Verbrauch an O, Qo, 
Nr. mm? 

1 79,5 13,4 

1 Stunde 2 82.3 13,8 

1 156,1 8,7 

3 Stunden 2 170,0 8,5 


















Robert Voigt, 


Versuch 3 
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Rattenmilz, Schnittdicke 0,5 mm, pro GeféB sieben Schnitte von 4 mm __ 
und vier Schnitte von 5,5mm Durchmesser, 
Gewebsvolumen 91,7 mm°. 
96,2 mg, sonst wie Versuch 1 und 2. 


Schnittoberflache 183,4 mm?, — 
Spezifisches Gewicht der Milz 1,05, Gewebsgewicht — 



































Rattenleber, 





f. 





Versuch 4 





Zeit GefaB Verbrauch an O, Qo, 
Nr. mm? 

] 130,1 13,5 

1 Stunde 2 1293 13.5 

3 128.3 13,4 

1 505,0 105 

5 Stunden 2 445,0 93 

3 5060 10.5 


Ergebnis der Versuche 1—3: Die gleiche Anzahl von Schnitten 
gleicher Oberfliche und gleicher Dicke verbraucht in der gleichen 
Zeit die gleiche Menge Sauerstoff. 

Will man die Gewebsmenge in den GefaBen erhdhen, so bestehen 
drei Méglichkeiten. Man kann einmal den Durchmesser der Schnitte 
bei gleichbleibender Anzahl und Dicke vergréBern. Zweitens kann man — 
die Anzahl der Schnitte bei gleichbleibender Dicke und gleichbleiben- 
der Oberflache erhdhen und drittens die Schnittdicke bei gleichbleiben- 
dem Durchmesser und gleichbleibender Anzahl der Schnitte vergréBern. 

Eine Vergré8erung der Schnittoberfliche durch Ausstanzen mit 
Korkbohrern gréBeren Durchmessers empfiehlt sich nicht, da gréBere 
Schnitte weniger widerstandsfihig sind und bei mehrstiindigem Schiit- 
teln stark zerfetzt werden, wodurch der Atmungsquotient abfallt. Die 
zweite Méglichkeit mége folgender Versuch erlautern. 


Schnittdicke 0,37 mm, spezifisches Gewicht 1,05, Ver- 
haltnis der Oberflichen 1:2:3. Verhaltnis der Schnittdicken wie 1:1: 1, 
sonst wie Versuch 






































‘ 


Zeit GefaB Gesamtschnittfliche O, Qo, 
Nr. mm? mm? 
' 1 183,6 102 14,2 
1 Stunde 2 367,2 198 13,9 
3 550,8 286 13,3 
1 404 11,3 
5 Stunden 2 wie oben 778 10,9 
3 1240 11,5 


Ergebnis von Versuch 4: Bei gleicher Schnittdicke, aber einem 
Verhaltnis der Anzahl der Schnitte wie 1 : 2:3 steigt der O,-Verbrauch 
etwa proportional, waihrend Qo, konstant bleibt. 

Die dritte Méglichkeit wird durch folgenden Versuch erlautert. 
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Versuch 5 
Rattenniere, Schnittoberflache 142:8 mm?, Verhiltnis der Oberflichen 














wie 1:1:1, Verhaltnis der Schnittdicken wie 1: 2:3, sonst wie Versuch 1. 
5 Abnahme des 
GefaB |Schnittdicke | VerPrauch Qo, in % 
Zeit srahtins Qo. des Anfangs- 
Nr. mm mm? wertes 
1 0,37 147,2 26,6 
1 Stunde 3 0,74 236,5 21,4 
3 1,11 329,0 19,8 
1 465,0 16,8 36,9 
5 Stunden 2 wie oben 975,0 17,6 V7 
3 1485.0 17,8 10,0 
] 592.5 13,4 49,5 
8 Stunden 2 wie oben 1361,0 14.4 Be 
3 2131.0 16.0 19.2 





























Ergebnis von Versuch 5: Wird bei gleichbleibender Oberfliiche 
‘die Schnittdicke iiber die Grenzschnittdi¢ke*) getrieben, so steigt der 
O,-Verbrauch nicht proportional mit der Gewebszunahme, sondern 
langsamer an, d.h. der Qo, wird kleiner. Die absolute GréBe des At- 
mungskoeffizienten nimmt mit steigender Schnittdicke ab. Die relative 
-Abnahme dieser Gré&e wiihrend der Versuchsdauer ist aber bei den 
‘dicken Schnitten viel geringer als bei den diinnen (vgl. Versuch 5, 
letzte Spalte). Es empfieilt sich also, fiir Atmungen iiber mehrere Stun- 
den die Schnitte méglichst dick, nahe der Grenzschnittdicke (0,5 bis 
0,6 mm) zu wihlen. ; 

Fiir die beschriebenen Versuche wurden die Ratten durch Nacken- 
schlag getétet, die Organe sofort exstirpiert und in QO,-durchperlte, 
eiskalte Krebssche Lésung eingelegt. Nieren wurden im gréBten Durch- 


- _messer vom Nierenbecken ausgehend halbiért und die Hialfte jeweils 


_auf einem Korken mit wenigen Tropfen fliissiger Gelatine befestigt. 
Nach Anfertigung und Ausstanzung wurden die Schnitte gleichmaBig 
auf die AtmungsgefiBe verteilt. Wihrend der ganzen Zeit befanden 
sie sich in eiskalter O,-durchperlter Krebsscher Lésung. Auch die 
Suspensionsfliissigkeit in den AtmungsgefiBen (Krebssche Lésung) 
wurde wihrend deren Beschickung mit Schnitten stindig mit O, durch- 
perlt. Bakterizide Substanzen wie Toluol oder Thymol wurden nicht 
zugesetzt, da durch Arbeiten unter méglichst aseptischen Bedingungen 

das Eintreten der stérenden Bakterienatmung auf 12—15 Stunden 
hinausgeschoben werden konnte. 

Wie wichtig es ist, die Gewebe wihrend der Herstellung der 
Schnitte stiindig mit Sauerstoff zu beliiften, zeigt folgender Versuch, 


4) O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Springer 1926. 
F. Dickens, Die manometrische Methode in Bamann-Myrback, Ferment- 


forschung 4/5, 985. 








6 Robert Voigt, Die Kreismessermethode usw. Bd. 281 (1994) @ pq : 


der unter den gleichen Bedingungen wie Versuch 1 verlief, nur mit dem : 


Unterschied, daB nicht beliiftet wurde. 


Versuch 6 (vgl. hierzu Versuch 1) 


Rattenniere, Schnittdicke 0,37 mm, pro GeféB sieben Schnitte von 
6,5 mm. und vier Schnitte von 9 mm Durchmesser, Schnittoberfliche 433,2 mm?, 
Gewebsvolumen 160 mm}, spezifisches Gewicht der Niere 1,05, Gewebsgewicht 
168 mg, sonst wie Versuch 1. 























Zeit GefaB Verbrauch an O, Qo, 
Nr. mm? 

1 274,3 16,4 

1 Stunde 2 282.0 16.9 

1 1253,0 14,9 

5 Stunden 2 1275.0 15.2 


Ergebnis von Versuch 6: Das Fehlen der O,-Beliiftung be- 


wirkt bei sonst gleichen Versuchsbedingungen einen Abfall des Qo, | 


um etwa 30—35°,. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode beschrieben zur Anfertigung von Gewebs- 


schnitten iiberlebender Organe, die es erlaubt, eine gré8ere Anzahl 
Schnitte von gleichbleibender, genau einstellbarer Dicke innerhalb 
kurzer Zeit herzustellen (60—80 gestanzte Schnitte in einer Stunde). 

2. Das Prinzip der Methode besteht darin, daB das zu schneidende, 
auf einen Korkstopfen mit Gelatine aufgezogene Organstiick gegen 
ein rotierendes Kreismesser bewegt wird. Die Dicke der Schnitte wird 
durch eine Mikrometerschraube eingestellt. Das Organstiick wird auf 
einem Schlitten mittels Schraubenantriebs vorwarts bewegt. 

3. Der Apparat wurde aus einem Schlittenmikrotom umgebaut. 

4. Durch Ausstanzen der gleich dicken Schnitte mit Korkbohrern 
bekannten Durchmessers ist man in der Lage, alle AtmungsgefaBe 
mit gleichen oder genau variierbaren Gewebsmengen zu beschicken 
und so die Werte fiir die Atmung in den einzelnen GefiBen direkt mit- 
einander, zu vergleichen. 

5. Es empfiehlt sich, fiir Atmungen iiber langere Zeit (8—12 Stun- 
den) die Schnittdicke nahe der Grenzschnittdicke (0,5—0,6 mm in 
O,-Atmosphare) zu wiahlen, weil der O,-Quotient bei mehrstiindigen 
Atmungen mit diinnen Schnitten relativ starker abfallt als bei solchen 
mit dickeren Schnitten. 

6. Die Atmungsfunktion liBt sich weitgehend erhalten, wenn man 
die Organstiicke und Schnitte bis zum Beginn des Versuchs in eis- 
gekiihlter, mit Sauerstoff beliifteter Krebsscher Lésung hilt. 
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Trennung und Bestimmung der p-Aminobenzoesdure 
Von 
Karl H. Schmidt und Charlotte K6lbl 
(Aus dem Institut fir Ernihrungsforschung der 1. Med. Univ.-Klinik, Wien) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1943) 


Die von D. D. Woods erkannte Stellung der p-Aminobenzoesaure 
(im folgenden p-A.s.) als Antagonist der Sulfonamide, sowie ihre auBer- 
gewohnliche Bedeutung als Bakterienwuchsstoff wird heute allgemein 
anerkannt. Uber ihre Entstehung, Verbreitung usw. jedoch sind unsere 
Kenntnisse noch beschrankt, da bisher der chemische Nachweis kleinster 
Mengen p-A.s. auf groBe Schwierigkeiten gestoBen ist. Der Nachweis 
erfolgte, wo nicht auf klassisch organisch-chemischem Wege durch 
Isolierung derselben und Bestimmung des Schmelzpunktes ihres Methy]- 
esters, wie Kuhn und Schwarz’) zeigten, auf bakteriologischem Weg. 
Eine spezifische Reaktion namlich auf p-A.s. ist unbekannt, was gerade 
bei der ihr heute zugewiesenen bedeutsamen Rolle als ein bedauerlicher 
Mangel empfunden wird. 

Daher wurde, einerseits um diesem Mangel abzuhelfen, andrerseits 
um selbst Eigenschaften und Funktionen im lebenden Organismus 
kennen zu lernen, versucht, einen gangbaren Weg det Bestimmung zu 
finden. Unsere Zielsetzung lautete: die Bestimmung der p-A.s. soll fiir 
die Bediirfnisse der Biologie, Medizin und verwandter Wissenszweige 
gedacht sein. Sie soll quantitativ, rasch und serienmaBig erfolgen. Sie 
soll kleinste Mengen?) erfassen kénnen. Weder in biologischen Sub- 
stanzen vertretene Kérper noch Medikamente sollen stéren. Diese Ziel- 
setzung wufde im groBen und ganzen erreicht. 

Wir bedienten uns bei unserer Bestimmung eines kolorimetrischen 
Verfahrens, das auf der Diazotierung der Saéure und anschlieBender 
Sichtbarmachung durch Kuppeln beruht. Allerdings gingen wir dabei 
nicht den allgemein bekannten Weg, wie er z. B. zur Bestimmung der 
Sulfonamide des dfteren beschrieben wurde. Dieser schon von Kimmig®) 
beschrittene Weg entsprach weder in puncto Kleinheit der erfaBbaren 
Mengen, noch in puncto Spezifitaét unserer Zielsetzung; insbesondere 
im Hinblick auf eine mégliche und wiinschenswerte Trennung der 
p-A.s. von ihren Antagonisten, den Sulfonamiden. 

Die einzelnen zur Spezifizierung und zur Erfassung kleinster 
Mengen beitragenden Stationen in unserem Arbeitsgang sind kurz 


1) B. 74, 1617 (1941). 
2) Von'Méller und Schwarz, B. 74, 1612 (1941) werden Mengen von 


nur 1,6-10-?°g/ccm als fir ein optimales Wachstum von Streptobacterium 


plantarum ausreichend angegeben. 
3) D. M. Wschr. 69, 531 (1943). 
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Uberfiihrung des gebildeten Farbstoffes in Ather mit anschlieBender © 


Riickfihrung in waBrige Lésung. Chromatographieren an einer sauren 
Aluminiumoxydsaule und nach der Eluierung des Farbstoffes Stupho- 
metrierung desselben. 

Diazotierung. Bei der Diazotierung kleinster Mengen p-A‘s. 


in Harn usw. treten im Gegensatz zu rein waBrigen p-A.s.-haltigen | 
Fliissigkeiten infolge des unvermeidlichen Nitritiiberschusses leicht — 


unliebsame Veranderungen des Diazoniumsalzes oder des Farbstoffes 


selbst ein. Durch Verwendung von Amidosulfosiure und Sulfanilsiure ~ 


als schiitzende Begleitstoffe, in bestimmter, den Gehalt an p-A.s. weit 
iiberragender Menge und durch Zugabe einer, der Amidosulfosiure 
aiquivalenten Menge Natriumnitrit l4Bt sich diese Schwierigkeit leicht 
umgehen. Die Kupplung erfolgt in stark alkalischer Lésung. 
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Abb. 1. Verteilung des Farbstoffes der p-Aminobenzoe- 
séure und einiger Sulfonamide zwischen Ather und 
Wasser in Abhingigkeit vom pH-Wert. 

p-Aminobenzoeséure 
—-+—» Albucid (N-Acetylsulfanilamid) 
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Atheriiberfiihrung. Die darauf folgende Uberfiihrung des Farb- 
stoffes in Ather, sowie seine Riickfiihrung in wiBrige Lésung erfolgen 
beide schon bei einmaligem Ausschiitteln bei geeignetem pH quantitativ 


(Abb. 1). Die Atheriiberfiihrung bezweckt die Trennung von anorga- | 
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folgende: zunachst Erzeugung des Farbstoffes [Naphtol-(1)]-<4az04)- 4 — 
benzoesiure durch Diazotierung der p-A.s. und Kupplung mit «-Naphtol. © °°" 
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nischen Bestandteilen und von der Hauptmenge der in Lésung befind- 
lichen Begleitfarbstoffe, nicht aber, wie aus Abb. 1 ebenfalls ersichtlich 


> ist, von den den Sulfonamiden zugehérenden Farbstoffen. Weniger um 
ein optimales pH fiir die Ausaétherung zu erreichen, wird zur Ansiiuerung 


Ameisensaiure verwendet, vielmehr hat sich die Ameisensdure als ein 
Mittel erwiesen, das wie kein anderes dazu geeignet ist, Emulsionen, 
die sonst haufig eine quantitative Trennung des organischen Lésungs- 
mittels von der wiBrigen Phase in Organfliissigkeiten unméglich machen, 


+ leicht und rasch zu zerstéren, so daB bei ihrer Anwesenheit Organ- 
' fliissigkeiten mit derselben Leichtigkeit ausgeschiittelt werden kénnen, 


' wie reines Wasser. 


used eid 


Die Riickfiihrung des Farbstoffes in wiBrige Lésung erfolgt durch 
einen Carbonatpuffer, wobei das im Uberschu8 angewandte «-Naphtol, 
sowie einige der noch begleitenden Farbstoffe im Ather zuriick bleiben. 
Durch nochmalige Wiederholung der ganzen Operation, wobei diesmal 
zur Riickfiihrung statt der Sodalésung Natronlaugelésung verwendet 


' wird, wird eine weitere Reinigung erzielt. 
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Chromatographie. Die quantitative Trennung des der p-A.s. 
zugehérenden Farbstoffes vom Rest der noch verbliebenen Begleit- 
farbstoffe, eventuell auch von den den Sulfonamiden zugehérenden 
Farbstoffen wird durch Chromatographie an der sauren Aluminium- 
oxydsiule nach Th. Wieland?) erzielt. Keine, soweit heute bekannt, im 
tierischen Organismus vorkommende Substanz stért jetzt mehr. AuBer 


‘den Arsenpriparaten und einigen Réntgenkontrastmitteln sind keine 
_ der heute gebriuchlichen Medikamente von Einflu8 auf die Methode®). 


_ o- und m-Aminobenzoesaure und sehr wahrscheinlich ahnliche Korper, 


\ wie z. B. die Aminonaphtoesiuren, die wohl nur ausnahmsweise in den 
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tierischen Organismus gelangen kénnen, geben allerdings ebenfalls posi- 
tive Reaktionen. Die Bestimmung der p-A.s. neben groBen Mengen 
Sulfonamid — was ja bei der Verabreichung von Sulfonamidpraparaten 
das Normale ist — bleibt selbst bei modifizierter Methodik unsicher. 
Die saure Siule namlich driickt Loésungen, die alkalischer sind, ein 
bestimmtes, im sauren Bereich liegendes pH auf. Da nun die den Sulfon- 
amiden zugehérenden Farbstoffe zwar nicht absorbiert werden, jedoch 


) in kalter saurer Lésung schwer léslich sind, kommt es zu einer Aus- 


fallung derselben in der Saéule. Daher mu8 die Chromatographierung 
bei Anwesenheit von Sulfonamiden in der Hitze erfolgen. Allerdings 
geht auch die Diazotierung und Kupplung bei Anwesenheit von Sul- 
fonamiden unkontrollierbar, d.h. oft nicht quantitativ von statten, so 
daB die Bestimmung von p-A.s. neben Sulfonamiden nach dieser Me- 
thode wohl méglich, jedoch noch ausbauwiirdig erscheint und eine dies- 
beziigliche Methode der Zukunft vorbehalten bleiben muB. 


4) Diese Ztschr. 273, 24 (1942). — 5) Zur Untersuchung kamen: Pyramidon, 
Lactophenin, Antipyrin, Koffein, Coramin, Cardiazol, Histamin, Trypaflavin, 
Rivanol, Atoxyl, Salvarsan, Protosil solubile, Sulfapyridin, Sulfathiazol, Pyrimal, 
Globuzid, Albuzid, Uliron, Neo-Uliron und Tibatin. 
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Die Frage, ob quantitative Serienanalysen mit Hilfe eines Ab- 
sorptionsverfahrens iiberhaupt mdéglich sind, kann nach den auch von 
anderer Seite errungenen schénen Erfolgen allgemein bejaht werden. 
Jedoch ist nach unseren Erfahrungen, genau wie bei praiparativen Ab- 
sorptionsarbeiten, auch bei analytischen ein sozusagen individuelles 
Eingehen auf die jeweiligen Siuleneigenschaften unumginglich. Ent- 
gegen unserer Annahme, die verschiedenen Aluminiumoxydsorten 
wiirden durch eine, durch die Ansiuerung bedingte Umladung homo- 
genisiert, hat sich gezeigt, daB selbst unter den einzelnen Packungen 
Aluminiumoxyd, standardisiert nach Brockmann so groBe Unter- 
schiede auftreten kénnen, daf der Inhalt der einen Packung geeignet, 
der einer anderen dagegen ungeeignet erscheint. Insbesondere bei der 
Chromatographie eventuell anwesende Lésungspartner, wie die Alko- 
hole, Ameisensaiure oder Salze bewirken bei einer ungeeigneten Sorte 
ganzes oder teilweises Eluieren des der p-A.s. zugehérenden Farbstoffes. 
Vor Ingebrauchnahme einer neuen Packung ist diese daher auf ihre 
Eignung hin zu untersuchen, indem man, entsprechend der Methodik, 
eine Probe mit einer reinen p-A.s.-Lésung zur Bestimmung ansetzt. 
Bei Eignung des Absorptionsmittels beobachtet man bei der chromato- 
graphischen Analyse einen intensiv 
| braunroten scharfrandig gegen unten 

| abgeschnittenen Streifen, bei Nicht- 
| eignung eine verwaschene Zone. 
/ ~‘\ Stuphometrierung. Nach der 
j Eluierung wird gegen Wasser stupho- 
metriert. Bei sehr kleinen Mengen p-A.s. 
bedient man sich vorteilhafterweise, um 
eventuelle geringe Nebenfarbungen zu 
kompensieren, der Eigenschaft des Farb- 
stoffes, als Indikator. In alkalischer L6- 
oe sung ist er rot, in saurer dagegen gelb 
/ | gefirbt (Abb. 2). In die eine Mikro- 
6,5 55, 30,,, 00 kiivette fiillt man die rote, alkalische, 
ma— in die Vergleichskiivette die gelbe, saure 
Lésung ein. Die dabei beobachtete Ex- 
der (Notitol (Ul ec4azod>bensoesture  tinktionsdifferenz ist proportional dem 
in alkalischer (+) und saurer(---)Lésung = (ehalt, da das Lambert-Beersche Ge- 
setz Giiltigkeit hat. 

Nach dieser Methode ist man giinstigenfalls in der Lage bei Ver- 
wendung eines praktisch unbegrenzten Ausgangsvolumens noch Bruch- 
teile eines y zu bestimmen. Die obere Grenze noch zu bestimmender 
p-A.s. liegt bei 50, sofern das Verfahren nicht zweckentsprechend 
modifiziert wird®). 

6) AuBerdem kann auch auf klassisch organisch-chemischem Wege zur 


absoluten Sicherstellung der p-A.s. der Schmelzpunkt der [ Naphtol-(1)]-<4az04)- 
benzoesiure bestimmt werden. Dazu geht man wie bei der Bestimmungs- 
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Starke Reduktionsmittel, wie Sulfit, oder Jodid und starke Oxy- 
dationsmittel stéren. Wichtig ist, daB simtliche zur Anwendung ge- 
langenden Reagentien nitritfrei sind. (Priifung!) 


Beschreibung der Methodik 


Reagentien: n/10 Natriumnitritlésung, vor Gebrauch herzustellen! (0,69 g 

‘auf 100 cem) 

m/10 Amidosulfosiurelésung (0,97 g auf 100 ccm) 

m/10 Sulfanilsdurelésung (1,73 g umkristallisierte Sulfanil- 
saure in 15 ccm n-Natronlauge auf 100 ccm) 

6%ige propylalkoholische «-Naphtollésung. («-Naphtol frisch 
destilliert !) 

50% ige Ameisensiure 

ca. 2mg%ige propylalkoholische Standard-p-A.s.-Lésung. 

Carbonatmischung (Nitritfrei!): eine n Sodalésung wird mit 
Natriumbicarbonat gesittigt. Die iiberstehende Fliissigkeit 
wird mit Wasser zehnfach verdiinnt 

Aluminiumoxyd wasserfrei (Standardisiert zur chromatographi- 
schen Absorptionsanalyse nach Brockmann) 

10%ige Kaliumcyanidlésung 

conc. Salzsiure, 2n Salzsiure, n/50 Salzsiure 

5n Natronlauge, n Natronlauge, n/10 Natronlauge. 

Das Volumen der Ausgangslésung ist beliebig und richtet sich nach der 
vorhandenen Menge p-A.s. Die Liésung muB, sofern sie Eiwei8 enthalt mit Tri- 
chloressigséure, z. B. nach den Angaben von Kimmig’) enteiweiBt werden. 
Stérend wirken starke Reduktions- und Oxydationsmittel, auBerdem groBe 
Mengen diazotierbarer Substanzen, nicht aber Harnstoff. Unmittelbar zu 
gebrauchen ist eiweiBfreier Harn. 

50 ccm®) der zu untersuchenden eiweiBfreien Fliissigkeit werden in einem 
200 ccm Erlenmeyerkolben eisgekiihlt. Zu der kalten Lésung gibt man je 
lecm m/10 Amidosulfosiure- und,n/l0 Natriumnitritlésung und 1é8t dann 
unter Umschiitteln 5ccm conc. Salzsiéure zulaufen. Es ist darauf zu achten, 
daB das Nitrit nicht an der GefiSwand hingen bleibt. Nach der Salzsiurezugabe 
gibt man sofort 5ccm m/10 Sulfanilséurelésung zu und 1éBt die Lésung 5 Min. 
stehen, wahrend deren man in einen 250 ccm fassenden Scheidetrichter 15 ccm 
5n Natronlauge und 1 ccm 6%ige «-Naphtollésung zugibt. Zu dieser Lésung 
wird nun unter Umschwenken die Diazotierungslésung quantitativ eingegossen. 
Nach 5 Minuten Stehens wird die Lésung mit 10 ccm 50%iger Ameisensiure 
angesduert und mit ungefahr 30 ccm Ather ausgeschiittelt. Die saure waBrige 
Phase wird nach der Schichtentrennung abgelassen und der iiberstehende Ather, 
sofern er noch Emulsion enthalt, mit 5, bei Bedarf mehr ccm Ameisensaure 
nachgewaschen. Bei ganz hartnickiger Emulsionsbildung ist eventuell ein 
zweites oder sogar drittes Auswaschen mit Ameisensidure nétig. Der Ather wird 
nun solange mit Wasser nachgewaschen, bis das abflieBende Wasser farblos 
ist und Mercksches Universalindikatorpapier nicht mehr rétet. 


methode vor, im Gegensatz dazu aber geht man von einer ca. 2mg p-A.s 
enthaltenden Menge aus. Die Mengenverhiltnisse der Reagentien, Lésungs- 
mitteln usw. sind dementsprechend gréBer. Das zum SchluB erhaltene Eluat 
wird angesiuert, ausgedthert, der Ather nach dem Trocknen eingedampft und 
der Riickstand avs Eicossig umkristallisiert. Derbe Kristaillchen oder amorph 
scheinender rotbrauner Niederschlag. Smp.: 282° (unkorr.) u. Z. 

7) D. M. Wschr. 69, 531 (1943). 

8) Bei Anwendung einer gréBeren Menge Ausgangsmaterial wird ein 
proportional gréBerer Teil Amidosulfosiure-, Natriumnitritlésung, Salzsaure, 
Sulfaniledurelosung und 5n Natronlauge angewandt. 


Sag erg eral 
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Durch Waschen des Athers mit 3 cem Carbonatmischung und Nachspiilen 
mit wenig Wasser und Wiederholung dieses Vorganges wird der der p-A.s. zuge- 
horende Farbstoff aus dem Ather ausgezogen. Die den Farbstoff enthaltenden 
Wasser werden in einem kleineren Scheidetrichter gesammelt, mit 10 cem Ather 
iibe rschiittet und mit Salzsiure angesiuert. Nach dem Ausschiitteln und dem 
Ablassen der waBrigen Phase wird der Ather noch zweimal mit Wasser nach- 
gewaschen. Wie oben mit der Carbonatmischung, so wird jetzt der Ather einige 
Male mit insgesamt 7 ccm n/10 Natronlauge ausgewaschen. Die Natronlauge- 
losung wird in einem ca. 150 ccm fassenden Erlenmeyerkolben gesammelt. Es 
versteht sich von selbst, daB wihrend der ganzen Ausschiittelprozeduren jedes- 
mal beim Abnehmen der Stépsel des Scheidetrichters peinlichst abgespritzt 
wird. 
Die Farbstofflésung wird mit schwacher Salzsiure angesiuert, ausgekocht 
und nach dem Erkalten neutralisiert, d. h. eben schwach alkalisch gemacht 
(Farbumschlag). Diese Lésung kommt nun zur Chromatographie an der sauren 
Aluminiumoxydsaule. 

Die saure Siule wird folgendermaBen hergestellt: eine gewisse Menge 
Aluminiumoxyd wird mit der ca. fiinffachen Menge 2n Salzsiure in einem Erlen- 
meyer gut durchmischt und 5 Minuten stehen gelassen. Die itiberstehende Salz- 
siure wird dekantiert und durch Wasser ersetzt. Nach dem Umschiitteln und 
Absitzen der gréberen Teile wird ungeachtet der in der Lésung schwimmenden 
Suspension dekantiert. Das Auswaschen wird so oft wiederholt, bis die Wasch- 
wiisser Mercksches Universalindikatorenpapier nicht mehr réten. In eine zirka 
15 cm hohe Chromatographiersaiule mit einer lichten Weite von ungefahr 1 cm, 
die unten mit Glaswatte (sehr wichtig, da Papier und Watte den Farbstoff ab- 
sorbieren!) verschlossen ist, wird eine etwa 3cm hohe Schicht des praparierten 
Aluminiumoxydes gegossen und festgestampft. Nach dem Auswaschen mit 


ungefaihr 50 ccm Wasser wird die oben erhaltene Lésung durchgesaugt, mit 
wenig durch etwa 2 Tropfen n/10 Natronlauge alkalisiertem Wasser nachge- 


spilt und mit ungefahr 50 ccm n/50 Salzsiure nachgewaschen. 

Die Eluierung, zuerst mit 3 ccm n Natronlauge, sodann mit n/10 Natron- 
lauge erfolgt mit einer dazu geeigneten Filtervorrichtung, z. B. G i628 der 
Fa. Schott und Gen. in einen geeignet groBen mit Trichter versehenen MeB- 
kolben, in dem sich 2 Tropfen 10°, ige Kaliumcyanidlésung befinden. Die GréBe 
des MeBkolbens richtet sich nach der vorhanden gewesenen Menge p-A.s.; und 
zwar wird bei einem Ausgangsmaterial, das zwischen 30 und 100% p-A.s. 
enthalten hat, ein MeBkolben gleicher GréBe, wie die Ausgangsmenge, (in unserem 
Fall also ein 50ccm MeBkolben), verwandt. Mit n/10 Natronlauge wird zur 
Marke aufgefiillt. Bei Bedarf kénnen auch kleinere MeBkolben zur Anwendung 
kommen, wobei allerdings bei geeigneter zweckmaBiger Eluierung mit 5 ccm 
die kleinste Gr6Be erreicht sein diirfte. Das Eluat ist von roter Farbe, mit ¢inem 
ganz leichten, aber charakteristischen Stich ins Violette. Dieser Farbton muB 
bei jedem Versuch beobachtet werden kénnen, andernfalls ist das Ergebnis 
zu verwerfen*) (Nitritspuren !). 

Die kurze Zeit abgestandene Liésung wird gegen Wasser stuphometrierf. 
Es wird die bei Filter 8 75 von der bei Filter 8 50 gemessenen Extinktion ab- 
gezogen, der erhaltene Wert durch die Schichtdicke in em der Kiivetten divi- 
diert und diese Zah] dann mit dem Fal‘ or 440 multipliziert. Der erhaltene Wert 
bezeichnet, wenn Ausgangs- und Endvolumen gleich waren, die Konzentration 
des Ausgangsv olumens an p-A.s. in y°,. Mengen unter 3 y bis zu 0,1 y kénnen 
auf diese Weise schwer oder nicht mehr erfaBt werden, so daB man hierbei 
vorteilhafterweise eine neuerliche Konzentrierung einschaltet, indem man wie 


®) Es empfiehlt sich manchmal (insbesondere bei Harnen), wenn der 
geschilderte Farbton nicht erreicht werden kann, bei der Diazotierung an Stelle 
der sonst zuerst angewandten Amidosulfosiiure auch schon Sulfanilsiure und 
zwar die entsprechende Menge (1 cem m/10) anzuwenden. 
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oben mit groBerer Fliissigkeitsmenge eluiert, das Eluat in einem Scheidetrichter 
auffangt, mit Salzsiure ansduert, mit 20 ccm Ather ausathert und den Ather 
einige Male mit Wasser wascht. Zur vollstindigen Absetzung der waBrigen 
Flissigkeit 1i8t man den Ather im Scheidetrichter ungefahr 15 Minuten stehen, 
]aBt das noch vorhandene Wasser restlos bis in das Kiicken ab, trocknet das 
AbfluBrohr und versetzt den Ather mit 2 ccm athergesattigter n/10 Natron- 
lauge. Nach dem Ausschiitteln 14Bt man die farbstoffhaltige wiBrige Lésung 
in ein kleines Reagensglas einlaufen und pipettiert von dort aus die eine der 
beiden Mikrokiivetten voll. Der noch verbliebene Fliissigkeitsrest wird durch 
Zutropfen kleinster Trépfchen conc. Salzsiure angesiuert. Diese nunmehr 
gelbe Lésung kommt in die Schwester-Mikrokiivette. Man stuphometriert bei 
Filter 853. Die abgelesene Extinktion, dividiert durch die Schichtdicke in 
em und durch die Ausgangsmenge, multipliziert mit dem Faktor 583 und mit 
dem Endvolumen ergibt den Gehalt an p-A.s. in y%. 


Bestimmung von p-Aminobenzoesaure in 50cem,,kiinstlichem Harn“ 
(Zusammensetzung: m/15 primaire Kaliumphosphatlésung und 1° %ige Harn- 
stofflésung zu gleichen Teilen) 





Zugesetzte Menge Gefundene Menge 
p-A.s. in y 





0,36 0,29 
0,75 0,73 
1,16 1,03 
3,60 4,13 
20,02 19,14 
36,9 36,05 
Fraulein Johanna Wimmer haben wir auch an dieser Stelle fiir ihre tat- 
kraftige Hilfe herzlichst zu danken. 


Zusammenfassung 


Es wurde ein Verfahren geschildert, mit dem es gelingt, p-Amino- 
benzoesiiure in der GréBenordnung von 0,1 bis 50 y in praktisch un- 
begrenzten Fliissigkeitsmengen ziemlich spezifisch zu erfassen und zu 
bestimmen. Die Bestimmung, die serienmaBig durchgefiihrt werden 
kann, griindet sich auf folgende Tatsache: die diazotierte p-Amino- 
benzoesdure kann mit «-Naphtol zu einem Farbstoff gekoppelt werden, 
der sich aus saurer Lésung quantitativ durch Ather ausschiitteln und 
mittels alkalischer Lésung in waBrige Lésung quantitativ riickfiihren 
la8t. Dadurch kann neben einer Trennung von anderen Farbstoffen 
eine fast beliebig hohe Konzentrierung des Farbstoffes erreicht werden. 
Die weitere Reinigung des Farbstoffes erfolgt an der sauren Aluminium- 
oxydsiule durch Chromatographie. Die Konzentration des durch 
Eluierung mit Natronlauge erhaltenen Farbstoffes wird stuphometrisch 
bestimmt. 








Bd, 281 (1944) 





Uber den Nachweis von Pregnandiolglukuronid 
im Harn normaler Frauen und Manner 
Von 
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Durch die Arbeiten von Browne und Venning!) ist bekannt 
geworden, da8 das Pregnandiol im Harn normaler und schwangerer 
Frauen in Form der Glukuronsiareverbindung ausgeschieden wird. 
Das Pregnandiol stellt ein physiologisches Reduktionsprodukt des 
Corpus luteum-Hormons Progesteron dar; aus der quantitativen Be- 
stimmung des Pregnandiolglukuronids (Pr. gl.) wurden Riickschliisse 
auf die Funktion des Gelbkérpers und die Produktion des Progesterons 
wiahrend des normalen Cyklus und in der Schwangerschaft gezogen?). 
Zur Ermittlung des Pr. gl.-Gehaltes*) wird der Harn mit Butanol aus- 
gezogen, der Extrakt einer Entmischung zwischen verdiinnter Natron- 
lauge und Butanol unterworfen, das erhaltene Natriumsalz des Pr. gl. 
aus seiner wiBrigen Lésung mit Aceton gefillt und gewogen. 

Mit dieser Methodik ist es leicht méglich, im 24 Stunden-Urin 
gravider Frauen das Pr. gl. zu bestimmen; da der Schwangerenharn 
relativ reich an dieser Verbindung ist, wird sie (in Form ihres Natrium- 
salzes) fast regelmaBig in schénen, farblosen Kristallen erhalten. Anders 
liegen die Verhialtnisse im normalen Cyklus der Frau. In seinem ersten 
Teil ruht die Gelbkérperfunktion ; in der zweiten Phase, nach der Ovu- 
lation, bildet sich das Corpus luteum und produziert Progesteron, dessen 
Gegenwart sich durch das Auftreten von Pr. gl. im Harn zu erkennen 
gibt. Die wahrend dieser sogenannten Sekretionsphase ausgeschiedenen 
Pr. gl.-Mengen sind jedoch, besonders im Anfang, viel geringer als im 
Gravidenharn, so da8 seine Erkennung und Bestimmung erschwert 
ist. Aus diesem Grunde soll nach den Angaben der Literatur zur Be- 
stimmung der Pr.-Ausscheidung im normalen Cyklus der Harn mehrerer 
Tage vereinigt werden‘). 

Bei bestimmten klinischen Fragestellungen, die gemeinsam mit 
C. Kaufmann (Univers. Frauenklinik der Charité) bearbeitet wurden, 


1) Literaturangaben vgl. Ulrich Westphal, Naturwiss. 28, 465 (1940). 

2) Literaturangaben ‘vgl. Ulrich Westphal, H. S. 278, 1 (1942). 

8) E. H. Venning, J. Biol. Chem. 119, 473 (1937); 126, 595 (1938). 

‘) E.H. Venning u. J.8.L. Browne, Endocrinology 27, 707 (1940); 
G. Y. Shinowara u. H. L. Reinhart, Amer. J. Clin. Pathol. 10, 77 (1940). 
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und iiber die an anderer Stelle’) berichtet wird, ergab sich die Not- 
wendigkeit, im Harn des einzelnen Tages das Pr. gl. zuverlissig 
zu bestimmen, um damit fiir jeden Tag ein Spiegelbild der Corpus 
luteum-Funktion zu gewinnen‘ Dies gelang durch eine Modifizierung 
des Venningschen Verfahrens, die im Versuchsteil im einzelnen be- 
schrieben wird; sie beruht im wesentlichen auf einer Anpassung der 
verschiedenen Operationen an die geringeren Harnmengen. Mit dieser 
Methodik wurde im Sommer und Herbst 1941 bei acht Frauen in ins- 
gesamt 18 Cyklen taglich die Ausscheidung von Pr. gl. im Harn be- 
stimmt. Von den Ergebnissen dieser Untersuchungen sei angefiihrt, 
daB sich in vélliger Ubereinstimmung mit den Befunden von Browne 
und Mitarbeitern sowie anderer Autoren in den Cyklen in eindeutiger 
Weise die beiden Phasen erkennen lieBen: die Proliferationsphase ohne 
Ausscheidung von Pr. gl. in den ersten 9 bis zu 18 Tagen des Cyklus 
und die durch Ausscheidung von Pr. gl. gekennzeichnete Sekretions- 
phase, die den restlichen Teil des Cyklus bis zur neuen Menstruations- 
blutung umfaBt. Die isolierten Mengen an Pr. gl. stimmten mit den 
Angaben der Literatur iiberein, sie lagen zwischen 0,2 und 8 mg Na- 
Pr. gl. im 24-Stunden-Harn. Sie wurden charakterisiert durch den 
Schmelzpunkt (Mikroschmelzpunktsapparat nach Kofler), der wie 
bei dem Na-Pr. gl. aus Schwangerenharn meist um 260—70° (unter 
Zersetzung) lag. Von diesem Zeitraum der Sekretionsphase waren die 
Tage, an denen kein Pr. gl. ausgeschieden wurde, eindeutig zu unter- 
scheiden: die Harnbestimmungen lieferten dann als Endprodukte viel 
geringere Mengen (meist unter 0,5 mg), die meist um 100° tiefer liegende 
Schmelzpunkte zeigten, oder aber unschmelzbare Verunreinigungen 
‘darstellten (Schmp. > 300°). Die neue Methode der Pr. gl.-Bestimmung 
im Tagesharn hatte sich damit als brauchbar erwiesen; sie lieferte Er- 
gebnisse, die mit den von anderen Autoren an drei Tages-Sammelharnen 
gewonnenen iibereinstimmten, und gestattete, einen Tag als den An- 
fangstermin der Pr. gl.-Ausscheidung festzulegen. 

Als wir 1942 diese Untersuchungen fortsetzten, stellten sich aus 
bisher ungeklarten Griinden friiher nicht beobachtete Komplikationen 
ein. Wir haben unter véllig gleichen Bedingungen mit gleicher Methodik 
je zwei Cyklen von fiinf weiteren Frauen gepriift. Es zeigte sich einmal, 
daB die in den Endprodukten erhaltenen Mengen, sowohl im Anfang 
als auch gegen Ende des Cyklus, viel héher waren als friiher. Mengen 
von iiber 20 mg mit dem Zersetzungspunkt des Na-Pr. gl. auf dem Héhe- 
punkt der Ausscheidung waren keine Seltenheit. Auch die in der ersten 
Zeit des Cyklus isolierten Produkte, die iiber 300° noch nicht schmolzen, 
und also kein Na-Pr. gl. darstellten, wogen bedeutend mehr, meist etwa 
3—6 mg; Schmelzpunkte unter 200° wurden hier iiberhaupt nicht mehr 
beobachtet. Noch auffallender jedoch war die Tatsache, daB schon an 
einzelnen Tagen ganz im Beginn des Cyklus, etwa am 5. oder 6. Tag, 


5) Archiv f. Gynikologie. 
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Substanzen mit dem typischen Zersetzungspunkt des Na-Pr. gl. auf- 
traten; an den folgenden Tagen wurde dann hiufig kein Pr. gl. fest- 
gestellt. 

Da diese Befunde im Widerspruch mit unseren Vorstellungen von 
der Pr. gl.-Ausscheidung als Spiegel der Corpus luteum-Funktion stan- 
den, muBte ihnen nachgegangen werden. Wir priiften zunichst die 
Frage, ob bei Personen ohne Gelbkérperaktivitat ebenfalls solche. Stoffe 
ausgeschieden werden. Es zeigte sich, daB dies der Fall ist. Im Harn 
von normalen Mannern*und einer postklimakterischen Frau 
wurden mit der gleichen Methodik Substanzen in etwa gleicher Menge auf- 
gefunden, die sich bei derselben Temperatur wie das Na-Pr. gl. in 
typischer Weise zersetzten, und die man, waren sie in der Sekretions- 
phase einer normalen Frau beobachtet, ohne weiteres als Na-Pr. gl. 
angesehen haben wiirde. Die Modifizierung des Bestimmungsverfahrens 
ist nicht verantwortlich fiir diese iiberraschenden Befunde; mit der 
Originalmethode von Venning*)} wurden bei denselben Versuchs- 
personen gleichartige Produkte erhalten. 

Nun war uns kein Fall bekannt, daB bei einem Mann oder einer 
postklimakterischen Frau die Auffindung von Pr. gl. beschrieben 
worden wire; entsprechende Priifungen anderer Autoren sowie eigene 
friihere Bestimmungen?) waren stets negativ verlaufen. Daher wurde 
naher untersucht, ob in den Endprodukten der Harnaufarbeitung mit 
dem Zersetzungspunkt des Na-Pr. gl. dieses wirklich vorlige. Die von 
Venning als einziges Mittel zur Identifizierung geforderte Bestimmung 
des Zersetzungspunktes erschien uns hierfiir nicht ausreichend. Dabei 
sei darauf hingewiesen, daB die zu identifizierenden Praparate bei der 
Untersuchung von Cyklusharnen im Gegensatz zu den Endprodukten 
aus Schwangerenharn fast immer, mit Ausnahme vielleicht einiger 
Tage im Hoéhepunkte der Sekretionsphase, nicht kristalline, gelblich- 
glasige Massen darstellen, bei denen das, allerdings leicht erkennbare 
Fliissigwerden und die Zersetzung als ,,Schmelzpunkt“ unter Zersetzung 
gewertet wird. Es wurde daher angestrebt, ein kristallisiertes Derivat 
des Pr. gl. zu finden, durch das dieses in méglichst spezifischer Weise 
charakterisiert werden kénne. Dariiber hinaus sollten damit in einer 
einfach durchfiihrbaren Reaktion die bei der verwendeten Methode fiir 
Tagesharne anfallenden Endprodukte identifiziert und dadurch die 
klinische Bestimmung spezifischer gestaltet werden. 

Fallungsversuche von wiBrig-alkoholischen Na-Pr. gl.-Lésungen 
mit verschiedenen Metallsalzen zeigten, daB das Bariumsalz des 
Pr. gl. durch besondere Schwerléslichkeit ausgezeichnet ist. Von den 
iibrigen Erdalkalimetallen fallten Calzium- und Strontium-Ionen das 
Pr. gl. ebenfalls aus; die Léslichkeit nimmt im gleichen Sinne wie bei 
den Sulfaten vom Calzium- zum Bariumsalz ab. Magnesium lieferte 
keine schwerldsliche Verbindung, ebensowenig wie die anderen ge- 
priiften, im Versuchsteil erwaihnten Kationen. Die drei Erdalkalisalze 
des Pr. gl. bilden wohlkristallisierte Blattchen, die um 272° unter Zer- 
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setzung schmelzen. Orientierende vergleichende Fillungsversuche in 
50% igem Alkohol zeigten, daB das Bariumsalz etwa 6—8mal schwerer 
léslich ist als das Strontiumsalz. Die Grenze des Nachweises von Na- 
Pr. gl. mit iiberschiissigem Bariumacetat in 50% igem waBrigen Alkohol 
lag bei etwa 0,06 mg im ccm; die bei 20° gesiittigte Lésung des Ba- 
Pr. gl. in 50%igem Alkohol enthielt 0,283 mg im cem = 28,3 mg %. 
In absolutem Alkohol ist seine Léslichkeit geringer (4,3 mg, bei 20°). 
Zum Vergleich sei erwaihnt, daB das Na-Pr. gl. in 50%igem Alkohol 
bei 20° zu 0,275%, also etwa zehnmal so gut wie das Bariumsalz lis- 
lich ist. 

Mit Hilfe des Bariumsalzes lassen sich sehr geringe Mengen 
Pr. gl. nachweisen; so konnten z. B. 20 y Na-Pr. gl. im Zentrifugenglas 
mit Bariumsalz gefallt, ausgewaschen und durch den Schmelzpunkt 
charakterisiert werden. In entsprechender Weise gelang es leicht, die 
Ausfaillung von 1 y Na-Pr. gl. in einem Trépfchen 50°%igen Alkohols 
durch Bariumacetat auf dem Objekttrager mit bloBem Auge zu er- 
kennen; unter dem Mikroskop war das Entstehen der schén ausgebil- 
deten Kristalle von Ba-Pr. gl. zu beobachten. Die Mutterlauge wurde 
schnell abgesaugt, nach dem Trocknen konnte dann der Schmelzpunkt 
unter dem Mikroskop bestimmt werden. Wenn der Feststellung derartig 
kleiner Mengen Pr. gl. auch keine praktische Bedeutung zukommt, 
so haben wir diese Versuche doch durchgefiihrt, um uns von der Lei- 
stungsfihigkeit der Nachweismethodik zu tiberzeugen. 

Als die Endprodukte der Harnaufarbeitungen zur Priifung auf 
Pr. gl. mit Bariumacetat umgesetzt wurden, erhielt man zuweilen un- 
schmelzbare Fiallungen von Bariumcarbonat;’ ihre Entstehung laBt 
erkennen, da in den Endprédukten Natriumcarbonat enthalten ist, 
dessen Bildung beim Ausschiitteln der Butanollésungen mit waBrigem 
Alkali bei Luftzutritt ‘verstaindlich ist. Das Auftreten von Barium- 
carbonat lieB sich dadurch vermeiden, daB die Umsetzung der auf 
Pr. gl. zu priifenden Priparate mit Bariumacetat in schwach essig- 
saurer Lésung vorgenommen wurde. Durch Zusatz eines geeigneten 
Indikators (Bromkresolpurpur, Umschlag bei ~, 5,2—6,8) konnte die 
schwach saure Wasserstoffionenkonzentration hergestellt werden, die 
eine Bildung des Bariumcarbonats nicht mehr zulieB, ohne daB die 
Ausfaillung des Ba-Pr. gl. verhindert wurde. Mit dieser Arbeitsweise 
lieBen sich so bei Gegenwart iiberschiissiger Bariumionen noch etwa 
0,12 mg Na-Pr. gl. im ccm nachweisen. 

Um fir die Identifizierung des Pr. gl. ein weiteres Kriterium zu 
haben, wurde aus dem Bariumsalz die Saure in Freiheit gesetzt. Die 
Pr.-Glukuronsaure ist bereits von Venning und Browne’) be- 
schrieben worden. Sie schmilzt in reinem Zustande bei 179—80° unter 
Zersetzung. Die Umwandlung des Bariumsalzes in die freie Pr. Glukuron- 
siure wurde jeweils mit wenigen y Substanz durch Behandeln mit 


6) E. M. Venning und J. 8. L. Browne, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 
84, 792 (1936). 
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waBriger 2 n-Salzsiiure auf dem Objekttriger durchgefiihrt. Nach drei- 
maligem Waschen mit Wasser und Trocknen im Exsikkator wurde der 
Schmelzpunkt bestimmt, der bei etwa 170° lag. Die Menge der so er- 
haltenen Pr.-Glukuronsiure war ausreichend, um auBerdem durch 
Bestimmung des Mischschmelzpunktes mit authentischer Pr. Glukuron- 
siiure die Identifizierung zu erhirten. 

Bei der praktischen Durchfiihrung des Pr. gl.-Nachweises 
in den Endprodukten der oben beschriebenen Aufarbeitung der 24- 
Stunden-Harne liegt die Grenze des Nachweises bei dem verwendeten 
Gesamtvolumen von 2,1 ccm 50°, igen Alkohols bei 0,25 mg Na-Pr. gl. 
Zur Klarung der oben erwihnten iiberraschenden Befunde, die wir 1942 
an den Cyklen normaler Frauen erhoben hatten, haben wir nun in diesen 
Endprodukten mit der Bariummethode einen spezifischen Nachweis 
fiir Pr. gl. zu erbringen versucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
werden an anderer Stelle®) ausfiihrlich dargestellt; hier sei bemerkt, 
daB iibereinstimmend bei fiinf in dieser Weise untersuchten Cyklen 
in allen in der ersten Zeit des Cyklus auftretenden Produkten, die im 
Widerspruch zu unseren Vorstellungen Pr. gl. zu enthalten schienen, 
dieses nicht nachweisbar war. Eine Ausfallung von Ba-Pr. gl. trat erst 
nach der Mitte des Cyklus ein, zu einer Zeit, zu der wir in Uberein- 
stimmung mit den Literaturangaben im Anfang unserer Untersuchungen 
ebenfalls die ersten Pr. gl.-Ausscheidungen beobachtet hatten. Die so 
als kristallisierte Bariumsalze isolierten Mengen Pr. gl. stellten nur 
einen gewissen Prozentsatz der Produkte der Harnaufarbeitung dar 
und lagen in der gewohnten GréSenordnung; die Natur der durch den 
Schmelzpunkt Na-Pr. gl. vortiiuschenden Hauptmenge muB noch ge- 
klart werden. Damit war die Pr. gl.-Ausscheidung dieser Fille nach 
Zeit und Menge in Ubereinstimmung gebracht mit den bekannten 
Werten und zugleich gezeigt, daf die alleinige Anwendung der Venning- 
schen Methodik in der urspriinglichen oder modifizierten Form fiir 
einen eindeutigen Nachweis des Pr. gl. nicht ausreichend ist. 

Unklar blieben noch die an Mainnerharnen erhobenen Befunde. 
Da die Frage, ob vom normalen Manne Pr. gl. ausgeschieden wird oder 
nicht, einerseits von allgemeiner physiologischer Bedeutung, anderer- 
seits von prinzipieller* Wichtigkeit fiir die Betrachtung der Pr. gl.-Aus- 
scheidung als Spiegelbild der Corpus luteum-Funktion ist, wurde sie 
naher untersucht. Sammelharn von normalen Mannern wurde in An- 
sitzen von je 3 Litern nach der Originalmethode von Venning’) auf 
Pr. gl. aufgearbeitet. Es wurden entsprechend den oben beschriebenen 
Befunden an einzelnen Mannern stets Stoffe erhalten, die um 260—70° 
unter Zersetzung schmolzen ; meist blieb cin Rest ungeschmolzen zuriick. 
Aus 20 Litern Sammelharn wurden etwa 100 mg derartiger Produkte 
gewonnen. 

Sie dirften der Substanz entsprechea, die von Scopinaro’) aus dem 
Harn normaler Manner in einer Menge von etwa 5 mg aus sechs Litern isoliert 


7) D. Scopinaro, Endocrinologia 17, 63 (1942). 
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wurde, und. die wegen des Schmelzpunktes von 264— 70° fiir Na-Pr. gl. gehalten 
wurde. Wir hatten vor Kenntnis dieser Arbeit unseren Stoff in etwa fiinffacher 
Ausbeute, auch bei der Aufarbeitung von Tagesharnen, erhalten; nur aus dem 
Schmelzpunkt auf das Vorliegen von Pr. g]. zu schlieBen, hielten wir auf Grund 
unserer Erfahrungen an Cyklusharnen nicht fiir berechtigt. Wir haben daher 
einen schliissigen Beweis fiir das Vorliegen von Pr. gl. in diesen Stoffen zu er- 
bringen versucht. 

Zu diesem Zwecke wurden sie in ahnlicher Weise wie die End- 
produkte der 1-Tages-Bestimmungen mit Bariumacetat umgesetzt; es 
wurden Fiallungen erhalten, die mehrmals aus 50%igem Alkohol um- 
kristallisiert wurden. Das reine Kristallisat zeigt die Elementarzu- 
sammensetzung und den Schmelzpunkt des Ba-Pr. gl., der Misch- 
schmelzpunkt ergab keine Depression. Durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt der in Freiheit gesetzten Pr-Glukuronsiiure wurde die 
Identifizierung als Ba-Pr. gl. weiter zesichert. Die damit im Manner- 
harn eindeutig nachgewiesene Pr.-Giukuronséure wurde in einer Aus- 
beute von 0,7 mg des Bariumsalzes pro Liter isoliert. Dies ist gerade 
die Menge, bei der die Grenze der Nachweisbarkeit bei der Harnauf- 
arbeitung liegt (vgl. Versuchsteil unter 8); in Ubereinstimmung damit 
wurden bei der Einzelbestimmung von Ba-Pr. gl. im Liter Mannerharn 
negative Ergebnisse erhalten. Wenn dagegen die Empfindlichkeit der 
Bariumfallungsreaktion aufs Doppelte gesteigert wurde (vgl. Ver- 
suchsteil unter 8), so lieB sich in mehreren Fallen auch im einzelnen 
Liter Mannerharn das Pr. gl. als Bariumsalz isolieren. 

Nach unseren Kenntnissen iiber den Steroidstoffwechsel diirfte 
die Annahme berechtigt sein, daB das vom Manne ausgeschiedene 
Pregnandiol der Nebennierenrinde entstammt. Friiher ist bewiesen 
worden, daB das héhere Siugetier imstande ist, das Desoxycortico- 
steron, einen lebenswichtigen Wirkstoff der Nebennierenrinde, zu 
Pregnandiol zu reduzieren und in Form des Glukuronids im Harn aus- 
zuscheiden®). Auch fiir den Menschen ist dieser Ubergang wahrscheinlich 
gemacht worden®). Daneben erscheint aber auch eine Entstehung aus 
dem Progesteron méglich, da auch dieses Hormon aus Nebennieren 
isoliert worden ist?®). 

Die Auffindung von Pr. gl. im Mannerharn macht eine Uberpriifung 
der Frage erforderlich, wie weit die Ausscheidung von Pr. gl. bei der 
Frau als MaBstab fiir die Funktion des Corpus luteum angesehen werden 
kann. Die alleinige Verwendung der Venningschen Methodik mit Iden- 
tifizierung der erhaltenen Substanzen durch den Schmelzpunkt er- 
méglicht keinen sicheren Nachweis des Pr. gl.; aber auch eine eindeutige 
Isolierung und Charakterisierung von Pr. gl. als Bariume lz erlaubt uns 
im Hinblick auf die an Mannern erhobenen Befunde nicht ohne weiteres 


8) Ulrich Westphal, Naturwiss. 29, 782 (1941); H. S. 278, 13 (1942). 
®) W.K.Cuyler, C. Ashley u. E.C. Hamblen, Endocrin. 27, 177 


(1940). 
10) D. Beall, Biochem. J. 82, 1957 (1938); D. Beall u. T. Reichstein, 
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Riickschliisse auf Progesteronbildung und Gelbkérperfunktion. Die 
Mengen jedoch, die in der Sekretionsphase der Frau und beim Manne 
auftreten, sind recht verschieden: wihrend der Mann im Liter ungefahr 
0,7 mg ausscheidet, die mit der normalen Bariumfallungsmethode nicht 
gefunden werden, lassen sich bei der Frau in der zweiten Hiilfte des 
Cyklus mit der gleichen Methodik mehrere, bis zu iiber 8 mg im Tages- 
harn nachweisen. Damit erscheint es grundsitzlich méglich, in der 
Pr. gl.-Ausscheidung ein MaB fiir die Corpus luteum-Funktion zu sehen; 
die Frage jedoch, auf die es gerade bei manchen klinischen Problem- 
stellungen ankommt, ob eine geringe, eben beginnende Pr. gl.-Aus- 
scheidung in eindeutigem Zusammenhang mit der Progesteronbildung 
des Gelbkérpers steht, muB weiter untersucht werden. Trotzdem er- 
schien es uns fiir das Problem dienlich, unsere bisher an iiber 800 Harn- 
aufarbeitungen gesammelten Erfahrungen mitzuteilen, um damit einer- 
seits nachdriicklich auf die Schwierigkeiten hinzuweisen, die bei der 
neuerlich haufiger durchgefiihrten- Pr. g].-Bestimmung im Harn auf- 
treten kénnen, und um andererseits durch Angabe der Wege, die sich 
uns als zweckmaBig zur Behebung der Komplikationen erwiesen haben, 
einer kritiklosen Anwendung der Venningschen Methodik vorzubeugen. 

Fraulein Erica Wei8 danke ich fiir ihre unermiidliche und verstindnis- 
volle Mitarbeit, ohne die die Durchfiihrung dieser Untersuchungen nicht még- 
lich gewesen wire. 


Beschreibung der Versuche 


1. Bestimmung des Natrium-Pregnandiol-Glukuronats im 
24 Stunden-Harn 

Der méglichst frische, bei 0° unter Zusatz von 100 ccm Butanol und etwas 
Toluol aufbewahrte Urin (a ccm) wird mit einer Gesamtmenge von a/3— 100 ccm 
Butanol viermal ausgeschiittelt. Der Butanolextrakt wird im Vakuum der 
Wasserstrahlpum pe auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft, der Riickstand 
in 20 ccm n/10 NaOH gelést und die Lésung viermal mit insgesamt 20 ccm 
Butanol extrahiert. Die durch Stehenlassen geklirte Butanollésung wird zwei- 
mal mit je 2 com Wasser gewaschen und im Vakuum zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand wird dann mit einem Gemisch -von 3,5 com Wasser und 6 ccm 
Aceton gelést und mit 60 ccm Aceton versetzt, wodurch das rohe Na-Pr. gl. 
ausgefallt wird. Die Umfillung wird durch Wiederauflésen des abzentrifu- 
gierten Produktes in 2,5 com Wasser + 3 ccm Aceton und Zugeben von 65 ccm 
Aceton wiederholt. Das durch erneutes Zentrifugieren gewonnene Prizipitat 
wird in wenig 96%igem Alkohol in der Wirme gelést, klar filtriert und in vor- 
gewogenen Kélbchen auf dem Wasserbad unter Ubersaugen eines Luftstromes 
verdampft. Nach Trocknen im Exsikkator wird das Endprodukt gewogen und 
der Schmelzpunkt auf dem Heizmikroskop nach Kofler ein- oder mehrmals 
bestimmt. 

In einer Reihe von Versuchen wurde der Einflu8 des Waschens der Bu- 
tanollésung (20 ccm) auf die Ausbeute an Na-Pr. gl. (1 Liter Harnproben mit 
5 mg Na-Pr. gl.) untersucht. Fortlassen des Waschens verschlechterte die Aus- 
beute. Bei ein- oder zweimaligem Waschen mit je 2ccm Wasser waren Aus- 
beute und Qualitét gut, wihrend durch viermaliges Waschen das Pr. gl. voll- 
stindig entfernt wurde, so da8 es sich im Endprodukt mit Hilfe der Barium- 
faillungsmethode (vgl. unter 8) nicht mehr nachweisen lieB. Entsprechende 
Versuche mit Schwangerenharn zeigten in analoger Weise eine Abnahme des 
Pr. gl. mit steigender Anzahl der Wagchungen. 
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2. Fallungsversuche des Natrium-Pregnandiol-Glukuronats 
mit verschiedenen Kationen 

Je 2ccm einer 0,1% igen. Lésung (= 2mg) von Na-Pr. gl. in 50%igem 
Alkohol wurden mit 0,1 ccm einer 5% igen Lésung (bei schwerer léslichen Salzen 
in stérker verdiinnter Lésung) der verschiedenen Metallsalze versetzt. Auf 
1 Mol Na-Pr. gl. kamen etwa 10—20 Mol-Aquivalente der Kationen. Mit folgen- 
den Salzen wurden keine Fallungen erhalten: CuSO,, MgCl,, ZnCl,, CdCl, 
HgCl,, LaCl,, Pb(ac),, Cr(NOs)3, FeSO,, CoCl,. 


3. Fallung des Natrium-Pregnandiol-Glukuronats 
mit Erdalkalisalzen 
Zu je 10 ccm einer gesattigten Lésung von Na-Pr. gl. in 50% igem Alkohol 
(27,5 mg = 5- 10-5 Mol) wurden je 5 - 10-4 Mol-Aquivalente CaCl, (27 mg), 
SrCl, -6 H,O (67 mg) und Barium-Acetat (64 mg) in 1 ccm 50%igem Alkohol 
zugegeben. Das Ca-Pr. gl. fiel in schénen Blattchen vom Schmelzpunkt 273 
bis 274° unter Zersetzung aus. Das Sr-Salz der Pr. Glukuronsiure kristallisierte 
alsbald in gut ausgebildeten sechseckigen Blattchen, die bei 272° unter Zer- 
setzung schmolzen. Die Ba-Verbindung des Pr. gl. wurde sofort nach Zugabe 
des Ba-Acetais als dicke, sehr fein kristalline Fallung erhalten. Der Schmelz- 
punkt unter Zersetzung lag bei 270—71° Ein orientierender Vergleich der 
Nachweisgrenze mit Hilfe von Sr- und Ba-Ionen ergab die Uberlegenheit des 
Bariumsalzes: Wahrend mit iiberschiissigem SrCl, das Na-Pr. gl. in 50%igem 
Alkohol noch gefallt wurde, wenn seine Konzentration in der endgiiltigen Keak- 
tionslésuXg 0,545 mg pro ccm betrug, aber nicht mehr bei 0,273 mg pro cem, 
so fiel das Ba-Salz noch aus, wenn die Konzentration des Na-Pr. gl. 0,068 mg 
pro ccm betrug, erst bei 0,055 mg pro ccm trat keine Fiallung mehr ein. Das 
Ca-Salz ist relativ am leichtesten léslich; eine rohe Uberschlagsrechnung ergab, 
daB 1 ccm der bei 20° gesittigten Lésung in 50%igem Alkohol etwa 2 mg Ca- 
Pr. gl. enthalt. Alle diese Fallungsversuche wurden in neutraler Lésung d..rch- 
gefiihrt. ° 
4. Darstellung des Barium-Pregnandiol-Glukuronats 
Die Léung von 50 mg Natrium-Pr. gl. in 100 cem 50%igem Alkohol wurde 
mit 5cem einer 5%igen Lésung von Barium-Acetat (= 250 mg) in 50%igem 
Alkohol versetzt. Aus der bald triibe werdenden Lésung kristallisierte das Ba- 
Pr. gl. in Blattchen aus (Ausbeute 44,4 mg); es wurde durch Umkristallisieren 
aus 50°%igem Alkohol gereinigt. Der Schmelzpunkt unter Zersetzung lag bei 
272°. Die Elementaranalyse zeigte die Zusammensetzung eines Ba-Salzes der 
Pr. glukuronsaure: 
Cy,H,,0,ba ber.: 57,44% C, 7,69% H, 12,18% Ba; gef.: 57,32%C, 8,02% H, 
11,64% Ba. 
Die Bestimmung des Bariums wurde unter Laboratoriumsbedingungen durch 
Lésen von 22,50 mg Ba-Pr. gl. in einem Gemisch von 20 ccm, 50% igem Alkohol 
und I cem 2n-HCl und Zugabe von 1 ccm 1 n-H,SO, auf dem heiBen Wasser- 
bade durchgefihrt. 


5. Darstellung von’ Barium-Pregnandiol-Glukuronat 
aus 20 y Natrium-Pregnandiol-Glukuronat 

In einem spitzen Zentrifugenglas wurden 0,02 ccm einer 0,1°% igen Lésung 
von Na-Pr. gl. in 50%igem Alkohol (= 20 y) mit 0,003 ccm einer 1%igen Lé- 
sung von Ba-Acetat in 50% igem Alkohol (= 30 y; diese Lésung enthielt pro 
ecm einen Tropfen eines Gemisches von Eisessig-Alkohol 1 : 10) versetzt. ‘Beim 
Vermischen.der beiden Trépfchen bildete sich sogleich ein kristalliner Nieder- 
schlag, der nach zwei Stunden abzentrifugiert wurde. Nach Entfernung der 
Mutterlauge mit Hilfe von Filterpapier wurde mit einem Tropfen 96°%igen 
Alkohols gewaschen, wieder zentrifugiert, der Waschalkohol entfernt und das 
Kristallisat im Vakuumexsikkator getrocknet. Es schmolz bei 274—76° unter 
typischer Zersetzung. 
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6. Mikronachweis von 1 y Natrium-Pregnandiol-Glukuronat 

In die Hohlung eines ausgeschliffenen Objekttragers wurden 0,002 ccm 
einer 0,05% igen Lésung von Na-Pr. gl. in 50% igem Alkohol (= 1 y) eingebracht. 
Neben dieses Trépfchen wurde ein zweites von etwa 0,001 ccm einer schwach 
essigsauren (vgl. unter 5) Lésung von Ba-Acetat in 50°,igem Alkohol (= etwa 
10 y) gesetzt. Mit einem Glasstibchen wurden die Lésungen vermischt. Nach 
wenigen Sekunden trat eine mit bloBem Auge deutlich sichtbare Fallung ein, 
unter dem Mikroskop war die Entstehung der Ba-Pr. gl.-Kristalle zu beob- 
achten. Wir iiberzeugten uns davon, daB in den kleinen Mengen der reinen 
Lésungen durch Verdampfung keine Kristallisation eintrat. Die Mutterlauge 
wurde schnell mit Streifchen von Filterpapier abgesaugt. Nach dem Trocknen 
der Objekttriger zeigten die Kristalle einen Schmelzpunkt von 255—64°. Bei 
einem entsprechenden Priaparat aus 3 y Na-Pr. gl. lag der Schmelzpunkt bei 
260—'70°, Eine Zersetzung laBt sich bei diesen geringen Mengen nicht beob- 
achten. 


7. Charakterisierung des Barium-Pregnandiol-Glukuronats durch 
Uberfithrung in die freie Pregnandiol-Glukuronsaure 


Eine kleine Menge trocknes Ba-Pr. gl. wird in der Schliffhéhlung eines 
Objekttragers mit einem Trépfchen 2-normaler waBriger HCl verriihrt und 
einige Minuten stehen gelassen. Die Veriainderung an den Kristallen ]4Bt sich 
mit bloBem Auge erkennen; das kristalline Reaktionsprodukt bleibt jedoch 
unléslich liegen. Mit feinen Filterpapierstreifchen entfernt man dann die Salz- 
sdure, méglichst ohne die Pr.-glukuronsiure-Kristalle mitzureiBen. In ent- 
sprechender Weise wird dann das Kristallisat dreimal mit je einem oe 
see vorsichtig gewaschen. Es zeigt nach dem Trocknen einen Schmelz- 


unkt von 171—72°. Durch Mischschmelzpunkt mit freier Pr.-Glukuronsiure 
ann die Identifizierung in fraglichen Fillen gesichert werden. 


8. Priifung der Endprodukte der Tagesharn-Aufarbeitungen auf 
Pregnandiolglukuronid mit Hilfe der Barium-Fallungsmethode 


Die bei der unter 1 beschriebenen Methodik anfallenden Substanzen aus 
dem 24 Stunden-Harn werden mit 0,5, 0,5, 1,0 ecm 50% igem Alkohol aus den 
Erlenmeyerkolben in Zentrifugengliiser (Inhalt 10 ccm) gespiilt. Diese werden 
20 Minuten in 70° warmes Wasser gestellt. Unter sorgfaltigem Verriihren wird 
dabei vorhandenes Na-Pr.gl. in Lésung gebracht. Die Glaser werden verschlossen 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach gutem Benetzen et- 
waiger auf der Oberfliche schwimmender Teilchen wird zentrifugiert und die iiber- 
stehende klare, meist gelb gefirbte Lésung in ein vorgewogenes Zentrifugenglas 
abgegossen. Zu ihr wird ein Tropfen Brom-Kresolpurpurlésung (0,03°%ig in Alko- 
hol) zugtfiigt; hierbei tritt wegen geringer Mengen anwesenden Alkalis fast stets 
Blaufarbung ein. Durch Zugabe von wenig Essigsiéure (Gemisch LEisessig- 
Alkohol 1:10) wird der Umschlag nach Gelb erreicht; hierzu geniigt meist ein 
Tropfen. Nagh dem Farbumschlag wird noch ein Tropfen des Eisessig-Alkohol- 
gemisches zugesetzt. Dann wird in die Réhrchen 0,1] ccm einer 1% igen Barium- 
acetatlésung in 50°,igem Alkohol (= 10 mg) einpipettiert und umgeschiittelt. 
Bei Gegenwart gréBerer Mengen an Pr. gl. fallt die Bariumverbindung sofort 
in schénen Kristallen aus; sind nur gréBenordnungsméBig 1—2 mg vorhanden, 
so beginnt die Fallung nach einigen Minuten. Es wird stets mehrere Stunden 
gewartet, ob eine Abscheidung von Ba-Pr. gl. eintritt; Animpfen mit einer Spur 
kristallisiertem Ba-Pr. gl. erwies sich als zweckmaBig. Dann wird zentrifugiert, 
der Riickstand mit 0,2 cem 50%igem Alkohol’gewaschen, wieder zentrifugiert 
und der Waschalkohol entfernt. Das Produkt wird im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet und im Zentrifugenglas gewogen. Die Identifizierung erfolgt durch 
Bestimmung des Schmelzpunktes und eventuell des Mischschmelzpunktes; 
sie kann durch die unter 7 beschriebene U berfithrung in die freie Pr.-Glukuron- 
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siure erhirtet werden. Auf diese Weise ist es méglich, 0,25 mg Na-Pr.gl. in 
den Endprodukten der Aufarbeitung nachzuweisen. 

Dieser Grenzwert wurde in der Weise ermittelt, daB in einer Versuchs- 
reihe an Stelle der zentrifugierten Lésung der Harnendprodukte eine Lésung 
von abnehmenden Mengen von Na-Pr.gl. in 2 ccm 50°, igem Alkohol verwendet 
wurde; alle iibrigen Bedingungen waren wie oben beschrieben. Dabei ergab 
sich, daB 0,20 mg ; Na-Pr. gl. in einem Gesamtvolumen von 2,1 ccm keine Fallung 
von Ba-Pr.gl. mehr lieferte, in den Ansitzen mit 0,25 und 0,30 mg Na-Pr.gl. 
fiel das Bariumsalz nach mehreren Stunden aus. Um sicher zu sein, daB bei 
der Untersuchung der Cyklusharne das Pr.gl. erkannt wire, wenn es in einer 
Menge von mindestens 0,25 mg vorhanden gewesen wiire, haben wir negative 
Proben, in denen trotz Animpfens kein Ba-Pr.gl. ausgefallen war, dadurch kon- 
trolliert, daB wir diese Menge an reinem Na-Pr.gl. zugaben. Dies fiihrte regel- 
maBig zum Auskristallisieren des Ba-Prgl.; der negative Befund war also nicht 
durch eine durch Begleitstoffe horvorgerufe ene Kristallisationshemmung_ be- 
dingt gewesen. 

Wenn die Endprodukte der Tagesharnaufarbeitung nur wenige mg _ be- 
trugen (<4mg), wurde die Empfindlichkeit des Pr.gl.-Nachweises dadurch aufs 
Doppelte gesteigert, da8 die Substanz nur in einem cem (0,5, 0,5) 50%igem 
Alkohol gelést wurde; alle ibrigen Bedingungen waren gleich, jedoch wurde 
auch nur halb so viel Bariumacetatlésung (0,05 com = 5 mg) verwendet. In 
dem so erhaltenen Gesamtvolumen von 1,05 ccm liegt die Nachweisbarkeits- 
grenze entsprechend bei etwa 0,13 mg Na-Pr.gl. Diese Empfindlichkeit gilt 
nur fiir das in dem wm ag der Harnaufarbeitung vorliegende Pr.gl., nicht 
aber fiir das urspriinglich im Harn vorhandene. In einer Reihe wurde gepriift, 
welche Mengen an Na-Pr.gl., dem Harn zugesetzt, als Bariumsalz wieder- 
gefunden werden kénnen. Es ergab sich, daB ! mg Na-Pr.gl. im Liter Harn aus- 
nahmlos nachweisbar war; 0,5 mg in einer Aufarbeitung wurde jedoch nicht 
regelmaBig als Bariumsalz wiedergefunden. Allerdings sind diese Versuche 
noch nicht mit der auf 0,13 mg Na-Pr.gl. gesteigerten Nachweisbarkeitsgrenze 
durchgefihrt. 

9. Darstellung und Identifizierung von Barium-Pregnandiol- 
Glukuronat aus Mannerharn 

Frischer Sammelharn gesunder Manner wurde in Ansiitzen von je 3—31/, 
Litern nach der Originalmethodik von Venning*) aufgearbeitet. Es wurden 
pro 20 Liter Harn etwa 100 mg eines braun gefarbten Produktes erhalten, das 
bei allen Ansatzen einen Schmelzpunkt von etwa 255—270° unter typischer 
Zersetzung zeigte. Die im Exsikkator getrockneten Praparate verlieren’ beim 
vielstiindigen Trocknen im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd noch 
etwa 9°, Wasser; der Aschengehalt der einfach getrockneten Substanz, be- 

stimmt durch dreistiindiges Gliihen bei 680°, betrug 12,4%. 

190 mg eines derartigen, aus vielen Aufarbeitungen gesammelten Prii- 
parates wurden in 15 ccm 50°,igen Alkohols 40 Minuten auf 70° erwirmt. Nach 
Abkiihlen, Stehenlassen iiber Nacht und Abzentrifugieren eines ungelésten 
Riickstandes wurden zu der klaren Lésung drei Tropfen Bromkresolpurpur- 
lésung (0,039, in Alkohol), drei Tropfen Eisessig-Alkohol (1: 10) sowie 0,5 cem 
einer 1% igen Bariumacetatlésung in 50%igem Alkohol (= 50 mg) zugegeben. 
Es trat sofort eine Triibung und eine dicke Fallung auf, die am niachsten Tag 
abzentrifugiert wurde; sie wurde mit 0,5 ccm 50°%igem Alkohol gewaschen, 
zentrifugiert und getrocknet. Es wurden 31,6 mg vom Schmelzpunkt 266—68° 
unter Zersetzung erhalten; im Mittel mehrere Darstellungen betrug die Aus- 
beute 14,39,, berechnet auf das rohe Endprodukt der Harnaufarbeitungen. 
Nach Umkristallisieren aus siedendem 50% igem Alkohol lag der Schmelzpunkt 
bei 272—74° unter Zersetzung. Der Mischschmelzpunkt dieses Praiparates mit 
Ba-Pr.gl. aus Schwangerenharn zeigte keine Depression. Die Zersetzung mit 
waBriger Salzsiure (vgl. unter 7) lieferte die freie Pr.-Glukuronsiure vom 
Schmelzpunkt 168—74°; auch sie ergab im Mischschmelzpunkt mit der ent- 
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sprechend aus authentischem Ba-Pr.gl. dargestellten Siure keine Depression. 
Die Elementaranalyse bestitigte das Vorliegen von Ba-Pr.gl.: 
4,662 mg Substanz, bei 120° im Hochvakuum getrocknet: 
9,610 mg CO,, 3,085 mg H,O, 0,823 mg Riickstand. 
Der Riickstand besteht aus BaCO, (berechnet fiir 4,662 mg BaPr.gl.: 0,816 mg 
BaCO3;; gefunden 0,823 mg). In den 0,823 mg BaCO, sind 0,183 mg CO, fest- 
gelegt, um die der Wert des gefundenen CO, korrigiert werden muB. 
C,,H,30,ba ber.: 57,44% C, 7,69% H, 12,18% Ba, 
gef.: 57,29 7,41 12,29. 


Zusammenfassung 


1. Die von Venning und Browne angegebene Methodik zum 
Nachweis von Pregnandiolglukuronid im Hayn wird modifiziert, so daB 
die Bestimmung auch im 24-Stunden-Harn des normalen weiblichen 
Cyklus méglich ist. 

2. Das Pregnandiolglukuronid 1aBt sich in Form seines schwer- 
léslichen Bariumsalzes ausfallen; es wird eine hierauf beruhende Me- 
thode zu seiner Identifizierung in den Harnaufarbeitungsprodukten 
angegeben. 

3. Mit Hilfe der Bariumsalz-Fillung wird Pregnandiolglukuronid 
im Harn normaler Manner nachgewiesen. 

4. Die Folgerungen aus diesen Befunden fiir die klinische Bestim- 
mung des Pregnandiolglukuronids im Frauenharn werden besprochen, 
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Eine Methode zur Darstellung der Acetalphosphatide des Gehirns 
und ihrer Aldehydkomponenten in Form der Dimethylacetale 


Von 
E. Klenk ') 
(Mit Unterstiitzung von Fraulein E. Schumann) 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg 
und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kéln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1944) 


Bei einer Untersuchung?) iiber die Fettsiuren der Kephalinfraktion 
des Gehirns habe ich im Jahre 1930 aus den Methylestern eine betricht- 
liche Menge Unverseifbares abgetrennt, iiber dessen Natur noch Niheres 
berichtet werden sollte. Da in der Folge die Versuche zur Wieder- 
gewinnung der Substanz von wechselndem Erfolg waren, wurde die 
Untersuchung abgebrochen. Nachdem im Jahre 1939 die grundlegende 
Arbeit von R. Feulgen und Th. Bersin’) iiber die Acetalphosphatide 
erschienen war, habe ich die seinerzeit erhaltene Substanz auf ihr Ver- 
halten gegen fuchsinschweflige Saure gepriift. Die Reaktion war in 
den ersten Minuten vé}lig negativ, wurde aber nach lingerem Stehen 
stark positiv. Die Verfutun lag nahe, daB eine Substanz von diesem 
Verhalten aus den Acetalphosphatiden stammt, die nach den Angaben 
von Feulgen und Bersin im Gehirn in einer Menge von 8—10°%, 
der Gesamtphosphatide vorkommen sollen. Ich habe deshalb die Acetal- 
phosphatide des Gehirns isoliert und zu diesem Zweck ein wesentlich 
vereinfachtes: Darstellungsverfahren ausgearbeitet. Die in den Acetal- 
phosphatiden vorkommenden héheren Aldehyde konnten durch Spal- 
tung derselben mit methylalkoholischer Schwefelsiiure in Form der 
Dimethylacetale gefaBt werden. Das Acetalgemisch stimmt nach Ver- 
halten und Eigenschaften mit dem seinerzeit aus der Kephalinfraktion 
gewonnenen Unverseifbaren in allen wesentlichen Punkten iiberein. 

Die Versuche, das Aldehydgemisch in seine Bestandteile zu zer- 
legen, muBten, ehe sie zum Abschlu8 gebracht wurden, aus aéuBeren 
Griinden vorlaufig eingestellt werden. Da zur Zeit noch nicht zu itiber- 
sehen ist, bis wann sie wieder aufgenommen werden kénnen, teile ich 
hier auch noch die in dieser Hinsicht bis jetzt bereits vorliegenden Er- 
gebnisse mit. 

Darstellung der Acetalphosphatide 

30 g fein pulverisierte und im Hochvakuum iiber Schwefelsiure 
scharf getrocknete Glycerinphosphatide (2,02/2,04%/, N; 3,19/3,14°/, P; 
8,32/8,25°/, Glycerin) aus dem Atherextrakt von Menschengehirn wer- 


1) Durchgefiihrt mit Mitteln des Reichsforschungsrats. 
*) Diese Z. 192, 217 (1930). 
°) Diese Z. 260, 217 (1939). 
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den in 225 ccm heiBem Benzol gelést und nach Zugabe von 75 ccm 
einer konc. Natriumalkoholatlésung (5,4 g Na in 100 ccm 99°%,igem Al- 
kohol) in einer Druckflasche 1 Stunde im siedenden Wasserbad er- 
hitzt. Man laBt iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen, saugt den 
beim Abkiihlen ausfallenden und die ganze Fliissigkeit durchsetzenden 
Niederschlag von Natriumseifen (I) ab, wobei man den, schon wihrend 
des Erhitzens gebildeten und am Boden abgesetzten stark phosphor- 
haltigen Niederschlag (II) im Kolben zuriicklaBt. Dieser letztere Nie- 
derschlag wird abzentrifugiert. 

Die vereinigten Lésungen werden im Vakuum stark eingeengt. 
Durch Fallen mit Aceton erhilt man daraus ein Gemisch der Acetal- 
phosphatide und der Natriumsalze von ungesattigten Fettsiuren. Den 
Niederschlag suspendiert man in etwa 200 ccm Methylalkohol. Dabei 
gehen die Natriumsalze in Lésung. Die Acetalphosphatide (a) bleiben 
ungelést zuriick. Sie werden abgesaugt. Ausbeute: 4—5 g. 

8,01 (11,43) mg: 0,32 (0,46)cem n/100 HCl; 0,563 mg: D = 21, ent- 
sprechend 0,0344 mg P (P-Best. nach Urbach*)); 4,29 (4,19) mg: 1,24 (1,21) 
cem n/30 Na,S,0, (Glycerinbest. nach Blix*)). Gef.: N 0,56 (0,56)% ; P 6,11%; 
Glycerin 14,8 (14,8)%. p 
~ Feste, weiBe oder bei nicht ganz frischem Ausgangsmaterial hell- 
braun gefirbte, pulverisierbare Substanz, die sich in Wasser klar lést. 
Die wiBrige Lésung reagiert alkalisch. Die Plasmalreaktion ist stark 
positiv (kolorimetrische Bestimmung nach R. Feulgen und H. Griin- 
berg®) in einer etwas abgeinderten Form’): D = 1,4 (1,2) oder E = 1,854 
(1,921)). Es diirfte hier im wesentlichen ein Gemisch von N-haltigen 
und N-freien Acetalphosphatiden vorliegen. 

Aus der methylalkoholischen Lésung fallt durch 10—15 Minuten 
langes Kochen unter Riickflu8 noch ein weiterer, kleiner Teil (0,5—0,9 g) 
Acetalphosphatide (b) aus, der siedend heiB abgesaugt wird. Rein 
weiBe Substanz mit einem zwischen 6,0 und 6,7°, schwankenden 
Phosphorgehalt. Die Plasmalreaktion ist noch starker als bei a 
(D = 0,3—0,8 oder E = 2,72C—2,180). 

Der cnn Plan die Spaltung der Esterphosphatide durch Um- 
esteryng mit kleinen Mengen von Alkoholat bei vélliger Abwesenheit von Wasser 
durchzufiihren und darauf eine Methode zur Isolierung der Acetalphosphatide 
zu grinden, lieB sich nicht verwirklichen. Die hierbei in entsprechender Weise 
wie oben erhaltene Fraktion der Acetalphosphatide (6,12% P) gab eine ver- 
haltnismaBig schwache Plasmalreaktion (D = 11 oder E = 0,959), obgleich 
bei diesem Verfahren die Fettsiuren der Esterphosphatide so gut wie quantitativ 
in Form der Athylester abgespalten werden und als rolche noch besser und voll- 
stindiger von den Acetalphosphatiden abzutrennen sind als oben. 


4) Biochem. Z. 289, 28, 182 (1937). 

5) Mikrochim. Acta (0) 1, 75 (1937). 

6) Diese Z. 257, 161 (1938). 

7) Fir die Bestimmung wurden jeweils nur der zehnte Teil der vorge- 
schriebenen Flissigkeitsmengen genommen (also 0,1 ccm Eisessiglésung (1:1000), 
lecm fuchsinschweflige Saiure, 1 ccm Amylalkohol). Die Ablesung erfolgte 
in einem Mikrorohr von 10 mm Schichtdicke. Samtliche angegebenen D- und 
E-Werte beziehen sich auf diese Schichtdicke. 
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Spaltung der Acetalphosphatide 


10 g Acetalphosphatide werden mit dem 15fachen Volumen einer 
10(Vol)°/,igen methylalkoholischen Schwefelsiure durch 1’/, stiindiges 
Erhitzen unter RiickfluB gespalten und die gebildeten Dimethylacetale 
nach dem Abkihlen mit Ather-Petrolither (1:1 Vol.) ausgeschiittelt, 
wobei man das in glinzenden Blattchen ausfallende Natriumsalz der 
Methylschwefelsiure durch Zentrifugieren abtrennt. Die ‘ther-petrol- 
aitherische Lésung wird zunichst mit 20°/,iger Sodalésung, dann mit 
Wasser, schlieBlich wieder mit Sodalésung ausgeschiittelt und mit 
Natriumsulfat getrocknet. Den durch Abdestillieren des Lésungsmittels 
erhaltenen, etwas zahfliissigen, dligen Riickstand nimmt man wieder 
in Aceton auf und filtriert den in geringen Mengen auftretenden festen 
Niederschlag ab. Das nach Abdestillieren des Acetons verbleibende 
leichtfliissige, hellbraune Ol wird im Hochvakuum méglichst rasch 
destilliert. Kp (0,2 mm Hg) 150—160°. Das so erhaltene Dimethyl- 
acetalgemisch ist noch mit kleinen Mengen Fettsiuremethylester ver- 
unreinigt. Verseifungszahl gef.: 20—40. Fiir Palmitinsiiuremethylester 
ber.: 209,2. Zu ihrer Entfernung kocht man die Substanz 30 Minuten 
mit dem 20fachen Volumen n/10 alkoholischer Natronlauge unter 
RiickfluB und schiittelt das unverinderte Dimethylacetal mit Ather- 
Petrolither unter Zugabe von Wasser aus. Ausbeute: 3,5—4,0 g. ° 

Zur Analyse kam ein noch nicht von Fettsiuremethylester befreites Pro- 
dukt (Verseifungszahl 20). , 

4,583 mg: 12,855 mg CO, und 5,390 mg H,O; 3,665 (3,683) mg: 5,053 
(5,140) mg AgJ. 

C,.H,, (OCH,), ber.: C 76,85% H 12,91% OCH, 19,87% 

gef.:  76,5% 13,169, 18,2 (18,4) 8). 

Wasserklares, leichtfliissiges 61, das beim Stehen in Eis kristallin 
erstarrt. Bei der Pfasmalreaktion gibt die frisch bereitete Eisessiglésung 
(1: 1000) mit fuchsinschwefliger Saure die Rotfirbung nur langsam. 
Nach 12stiindigem Stehen ist die Reaktion stark positiv (durch Aus- 
schiitteln mit Amylalkohol in 10mm Schichtdicke D = 0,2 oder 
E = 2,861). Eine Eisessiglésung, die 12 Stunden gestanden hat, zeigt 
mit fuchsinschwefliger Siure dagegen sofort starke Rotfairbung. Schiit- 
telt man nach 5 Minuten mit Amylalkohol aus, so erhalt man denselben 
D-Wert wie ram Verhalten zeigt auch das seinerzeit aus der 
Kephalinfraktion des irns gewonnene ,,Unverseifbare’ (D = 0,15 
oder E = 2,961). 

Im zugeschmolzenen Réhrchen unter N, ist die Substanz jahre- 
lang unveriindert haltbar. Beim Erhitzen auf héhere Temperatur wan- 
delt sie sich jedoch, wahrscheinlich durch Polymerisation, schnell in 
ein zihfliissiges Ol um, das ohne Zersetzung nicht mehr destillierbar 


8) Die etwas zu niedrigen Methoxylwerte erkliren sich dadurch, daB 
das analysierte Produkt noch mit kleinen Mengen Fettsiuremethylester ver- 
unreinigt war. 
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ist. Die Substanz nimmt Halogen auf [20,7 mg: 1,26 ccm n/10 Brom- 
lésung (nach Rosenmund und Kuhnhenn’)) Jodz. gef.: 77,3]. 

Bei Hydrierungsversuchen in alkoholischer Lésung mit Palladium- 
Bariumsulfat-Katalysator wurde praktisch kein Wasserstoff aufge- 
nommen. Im Mikrohydrierapparat von R. Kuhn und E. F. Méller™) 
wurden bei Verwendung des Platinkatalysators von Adams und 
Shriner in Eisessig 2,02 Mol H, aufgenommen”). 

1,036 mg in 2ccm Eisessig und 12mg PtO,. H,-Aufnahme 150 mm* 
(0°, 760 mm Hg). Der Endwert ist nach zwei Stunden erreicht. 

In einem anderen, entsprechenden Versuch war der Endwert schon 
nach Aufnahme von 1,71 Mol H, erreicht. In anderen Lésungsmitteln 
war eine H,-Aufnahme nicht zu erzielen. 


Versifthe zur Trennung und Charakterisierung des Aldehydgemischs 


0,5 g des Dimethylacetals wurden in 10ccm Eisessig gelést und nach 
Stehen iiber Nacht bei 50° der durch Verdiinnen mit Wasser und Ausschiitteln 
mit Ather-Petrolaither erhaltene freie Aldehyd auf dem itblichen Wege in 
das Oxim ibergefithrt. Durch Umkristallisieren aus Methylalkohol erhalt man 
einen schwerlislichen festen (0,1 g Schmp. 75°) und einen leichter léslichen, 
bei Zimmertemperatur fliissigen Anteil (0,4 g). 

Fester Anteil. Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus Methyl- 
alkohol umkristallisiert. Glanzende Blaittchen. Schmp. 84°. 

3,605 mg: 10,020mg CO, und 4,285 mg H,O; 3,490 (4,622) mg: 0,166 
(0,222) ccm N, (22°, 751 mm Hg) (Mikrodumas nach Pregl.). 

C,,.H,,;NO ber.: C 76,23% H 13,17% N 4,94% 

gef.:  75,8% 13,3% 5,44 (5,49)%. 

Zur weiteren Charakterisierung wurde das Oxim auf dem Weg iiber das 

Cyanid in die dem Aldehyd entsprechende Saure ibergefiihrt. 


R — CH = NOH —*°..R — c=N+23°_R — COOH. 


Das Cyanid wurde durch Erhitzen ‘des Oxims mit Essigsiureanhydrid 
erhalten. Die Verseifung des Cyanids erfolgte durch Kochen mit starker Natron- 
lauge unter Zugabe von wenig Alkohol. 90 mg des Oxims ergaben 68 mg Fett- 
siure. Schmp. 57—58° bzw. 58—59° nach Umkristallisieren aus wenig Aceton. 

3,110 mg: 8,630 mg CO, und 3,525 mg H,O; 11,15 mg: 0,79 ccm n/20 alko- 
holische Lauge. 

C,,H,0, ber.: C 75,95% H 12,77% Aquiv. Gew. 284,3 

gef.: 75,7% 124% 281, 

Die Siure gab mit Palmitinsaiure (Schmp. 62°) eine starke Schmelzpunkts- 
depression, die Mischung mit Stearinsiure (Schmp. 69°) fiihrte dagegen zu 
keiner ay sage se Es handelt sich demnach um eine noch unreine Stearinsaéure 
und der feste Anteil des Oximgemischs besteht dementsprechend im wesent- 
lichen aus dem Oxim des Stearinaldehyds. Die Versuche auf demselben Wege 
auch die Natur des als Hauptprodukt anfallenden flissigen Oxims festzustellen, 
werden baldméglichst wieder aufgenommen. 

Herrn Kollegen Kuhn danke ich fiir die mir in seinem Institut 


in so hilfsbereiter Weise gewahrte Aufnahme. 


*) Z. Unters. Nahrungsmittel 46, 154 (1923). 
10) Z. angew. Chem. 47, 145 (1934). 
1) Fir die Ausfihrung dieser Versuche habe ich Herrn H. Trischmann 


zu danken. 





“<¢: QC ret S Qype ew Ae NN 


—_— 


Bd, 281 (1944) 


Darstellung und Eigenschaften von Testosteron-phosphorsdure-estern 
Von 
Eugen Miiller, Annemarie Langerbeck und Walter Riedel 


(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Johann Wolfgang-Goethe- Universitit 
zu Frankfurt-Main.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1944) 


Von phosphorylierten Testosteronderivaten ist bisher nur die 
Testosteron-17-phosphorsaure gelegentlich einer mit anderer Ziel- 
setzung ausgefiihrten Untersuchung im Rahmen von Versuchen des 
Arbeitskreises von A. Butenandt bekannt geworden’). 

Im Zusammenhang mit unseren kiirzlich mitgeteilten Befunden 
zur Uberfiihrung «, B-ungesittigter Ketone in Triene*?) wandten wir 
uns der Untersuchung der Einwirkung von Phosphoroxychlorid 
und Pyridin auf Testosteron zu. Die hierbei gesammelten Erfah- 
rungen, iiber die wir demniichst berichten, veranlaBten uns, auch solche 
Steroidabkémmlinge in den Kreis unserer Untersuchungen zu ziehen, 
die im Ring A keine «a, B-ungesittigte Ketonanordnung, wohl aber 
noch in 17-Stellung ein zur Phosphorylierung befiahigtes alkoholisches 
Hydroxyl besitzen. Waihlt man als Ausgangsmaterial eine Verbindung, 
die sich sekundir im Ring A in ein «, f-ungesittigtes Ketonsystem 
iiberfiihren 1a8t, so erhalt man lgicht die in 17-Stellung phosphory- 
lierten Derivate des Testosterons. 

Von den verschiedenen Wegen, auf denen man durch geeignete 
Wahl der Ausgangsverbindung zu diesen phosphorylierten Testosteronen 
_ gelangen kann, beschritten wir zwei, iiber die wir im folgenden kurz 
berichten : 

Behandelt man Testosteron-enol-ithylaither*) in einer Lésung von 
Pyridin mit molaren Mengen Phosphoroxychlorid, so tritt unter merk- 
licher Wairmeténung sofort die Phosphorylierungs-Reaktion ein. Zweck- 
maBig behandelt man das Reaktionsgut nach einiger Zeit mit iiber- 
schiissiger verdiinnter Salzsiure in der Warme. Dann findet nicht nur 
eine Hydrolyse des zuerst gebildeten Phosphoroxychloridderivates, 
sondern auch gleichzeitig eine Spaltung des siureempfindlichen Enol- 
athers unter Riickbildung der «, B-ungesittigten Ketongruppierung 
statt. Man erhalt so in einfacher Weise die freie Testosteron-17- 


1) U. Westphal, Yiu-Liu Wang u. H.Hellmann, Uber 17-Chlor- 
Derivate der Keimdriisenhormone und einige ihrer Abwandlungsprodukte B. 72, 
1233 (1939). 

2) Eugen Miller, Annemarie Langerbeck u. H. Neuhoff, B. im 


Druck. 
8) A. Serini u. H. Késter, B. 71, 1770 (1938). 
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phosphorsiaure (I) in Form ihres Monohydrats‘) (Zersetzungspunkt 
157°, optische Drehung [«]3? = + 71,9°). Sie stimmt in ihren Eigen- 
schaften mit dem von U. Westphal beschriebenen Stoff iiberein. 
Durch Einwirkung von Diazomethan auf I entsteht der Test- 
osteron-17-phosphorsiure-dimethylester (II).Der bei 152—153° 
scharf schmelzende Ester zeigt eine optische Drehung von [«]?° = + 
78,28° (Athanol). Die Verseifung dieses Monoesters mit verdiinntem 
alkoholischem Alkali gelingt nicht, in Ubereinstimmung mit ahnlichen 
Versuchen von R. H. A. Plimmer und N.I. N. Busch‘) an Cholesterin- 
phosphorsaureestern. Der Nachweis einer Ketogruppe li8t sich durch 














30 
250 200 muh 
--+— + = Testosteron-phosphorsiure-dimethylester 


Ire 000 Mol Athanol 
Keveeees x = Testosteron '/;o 99 mol Athanol 


die Bridung eines gut kristallisierenden 2,4-Dinitrophenylhydrazons und 
eines Oxims erbringen. Das Vorhandensein einer «, B-ungesittigten 
Ketongruppierung miiBte sich auch in dem UV-Absorptionsspektrum 
zu erkennen geben. «, f-ungesittigte Ketone der Steroidreihe ab- 
sorbieren meist zwischen etwa A = 2400 AE und 2500 AE®*) mit einer 
relativ hohen Extinktion. Das in der Fig. 1 wiedergegebene Absorptions- 


*) Ein zwingender Grund, dieses Monohydrat etwa als Testosteryl-pyro- 
oo at-monohydrat zu formulieren, wie Wagner-Jauregg das fir ent- 
eprechende Cholesterylphosphate annimmt, liegt hier unseres Heathitens nicht 
vor. Vgl. dazu B. 7 513 (1941); 75, 138 (1942). 

- Journ. * idg "Soc. London 1929, 279. 

6) Vgl. hierzu W. Menschick, J. H. Page u. K. Bossert, Liebigs Ann. 
495, 225 (1932). Ferner H. Dannenberg, Abh. d. PreuB, Akad. d. Wiss. 1989, 
mathem.-naturwiss. Klasse. 
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spektrum von II zeigt den Eintritt der Absorption an der fiir die 
a,B-ungesittigten Ketone charakteristischen Absorptionsstelle bei 


~ 2400 AE. 

Da mit der in 17-Stellung vorgenommenen Veresterung mit Phosphor- 
siure weder das chromophore System des Testosterons zerstért, noch ein neuer 
wesentlicher Chromophor in 17-Stellung eingefiihrt wird, ist ein> weitgehende 
Ahnlichkeit der UV-Spektren von II und Testosteron zu erwarten. Wir haben 
daher zum Vergleich das bekannte Spektrum des Testosterons unter gleichen 
Versuchsbedingungen aufgenommen. Die in der Abb. 1 wiedergegebenen Ab- 
sorptionsspektren von II und Testosteron zeigen eine so vorziigliche Uberein- 
stimmung, da8 hiermit ein biindiger Beweis fiir das Vorhandensein einer «, f- 
ungesadttigten Ketongruppierung in II und im Zusammenhang mit den oben 
erlauterten anderen chemischen Eigenschaften die Konstitution der Testosteron- 
phosphorséurederivate gesichert ist. Eine weitgehende Identitét der UV- 
Spektren von Ergosterin- und Di2rgosterylphosphorsiuren mit dem Spektrum 
der entsprechenden unphosphory tischen Verbindung haben auch H. v. Euler, 
Wolf und Hellstrém’) schon vor einiger Zeit festgestellt. 
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Behandelt man I mit Diazodthan, so entsteht eine fast farblose 
dlige Substanz, die im Hochvakuum bei 160° destilliert. Der Testo- 


steron-17-phosphorséurediadthylester III ist ebenso wie II 
gegen tiberschiissige Diazoverbindung bei kurzer Versuchsdauer vollig 


indifferent. 


1) Ber. 62, 245 (1929). 








32 E. Miller, A. Langerbeck u. W. Riedel, Bd. 281 (1944) 





Die Ester II und III lassen sich ferner auf einem zweiten, unab- 
haingigen Weg gewinnen. Zu diesem Zweck geht man von dem Androsten- 
(A 5,6)-3-ol-monoacetat-17-ol (IV) aus, das nach der Einwirkung des 
Phosphorylierungsreagens und der anschlieBenden Aufarbeitung zu 
der Androsten-(A 5,6)-3-ol-17-phosphorsaure (V) fihrt. Eine 
direkte Oxydation von V mit Chromsiure in Eisessig nach dem Schutz 
der Doppelbindung oder nach anderen Oxydationsverfahren gelang 
nicht. Bei der Chromsaureoxydation entstanden stets chromhaltige 
Reaktionsprodukte, die nicht von Metall befreit werden konnten. Daher 
wurde die freie Phosphorsiuregruppe durch Diazomethan geschiitzt 
und der so leicht erhaltliche Androsten-(A 5,6)-3-0l-17-phosphor- 
siuredimethylester (VI) in iiblicher Weise (nach dem Schiitzen 
der Doppelbindung mit Brom) mittels Chromséure oxydiert. Nach 
der Abspaltung des Halogens entsteht der Testosteron-17-phos- 
phorsaéure-dimethylester, der in allen Eigenschaften sich als 
identisch mit dem auf dem erstgenannten Wege dargestellten Stoff 
erwies. 
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Auf analogem Wege gelingt die Darstellung von III. Ferner haben 
wir mittels Diazopropan und Diazobutan die Dipropyl- und Dibuty]- 
17-phosphorsadureester des Testosterons als élige Produkte 
erhalten. 

Die erhaltenen Substanzen wurden auf ihre physiologische Wir- 
kung gepriift. Da schon die Testosteronphosphorsaure eine relativ 
geringe mannliche Hormon-Wirksamkeit besitzt, war auch von den 
neu dargestellten Stoffen keine hohe Wirksamkeit zu erwarten. Wie 
die Ergebnisse der Tierversuche zeigen, ist zwar noch eine geringe 
physiologische Wirksamkeit, z. B. im Kammwachstumstest vorhanden, 
sie nimmt aber in der Reihe der Phosphorsdureester mit steigender 
Zahl von CH,-Gruppen weiter ab. Eine protrahierte Wirkung wurde 
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ebenfalls nicht beobachtet. Dasselbe Ergebnis zeigten auch Ratten- 
versuche mit Altkastraten. Zur Verdeutlichung dieses unterschiedlichen 
physiologischen Verhaltens der in 17-Stellung phosphorylierten Steroid- 
ester ist in der folgenden Tabelle die unter gleichen Versuchsbedin- 
gungen gefundene Wirksamkeit bei der Applikation des Testosteron- 
propionats angegeben. . 
Rattenversuche mit Altkastraten 
Applikation: zehnmal taglich 100 y und 1 mg subcutan in O1 























Gewicht der Samenblasen Prostata 
100 y | 1 mg 100 y | lmg 
I. Androstendiol- 
phosphorsiure .. . 62,0 81,3 _ - 
II. Androstendiolphos- 
phorsaure-dimethyl- 
oa Oe eae 58,0 59,0 = — 
III. Testosteron-17-phos- 
phorsaure-dimethy]- 
_, SE Pa Aa Pas 48,0 70,5 _ — 
IV. Testosteronphosphor- 
séurediaethyl-ester. . 66,7 713 61,3 60,0 
V. Testosteronpropionat . 667,3 1589,3 196,0 416,3 


Der Schering A.-G., insbesondere den Herrn Prof. Dr. W. Schoeller 
und Dr. H. H. Inhoffen, haben wir fiir die groBziigige Unterstiitzung unserer 
Arbeit sehr zu danken. 

Die physiologischen Priifunger wurden im Hauptlaboratorium der Sche- 
ring A.-G. in dankenswerter Weise ausgefiihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Testosteron-17-phosphorsaure (I). 1 g Testosteron-enol-ithylither®) 
wird in 15 ccm trockenem Pyridin gelést und mit 0,3 ccm frisch destilliertem 
Phosphoroxychlorid versetzt. Dabei tritt eine merkliche Warmeténung auf 
und die Lésung farbt sich gelb. Bei langerem Stehen wird die Farbe orange 
und es scheidet sich eine geringe Menge von Kristallen ab. Nach dreitégigem 
Stehen wurde der Ansatz in eiskalte 2n HC] filtriert. Dabei bildet sich ein farb- 
loser, flockiger Niederschlag. Um die Umwandlung des Enolathers in das Test- 
osteron vollstindig durchzufiihren, wurde das Ganze zwanzig Minuten auf dem 
siedenden Wasserbad gehalten. Nach dem Erkalten wird die Substanz abgesaugt 
und mit Wasser gewaschen. Die Rohausbeute betrug 1,1 g (94% d. Th.). Der 
Zersetzungspunkt liegt bei 145°. Der Stoff lést sich in heiBer Natronlauge und 
bildet ein schén kristallines Dinatriumsalz, das mit HCl in die freie Siure iiber- 
gefiihrt wird, die in farblosen, verfilzten Nadeln kristallisiert. Die Siéiure laBt 
sich aus Methanol-Wasser umkristaliisieren. Der Zersetzungspunkt konnte so 
auf 155—157° gesteigert werden. Die Testosteronphosphorsiure ist leicht in 
Methanol, schwerer in Athanol, sehr schwer in Aceton, Wasser und Kohlen- 
wasserstoffen léslich. [«] ??= + 71,9° (in CH,OH). 

C,,H,,0,P + H,O Ber. C 59,07, H 8,03, P 8,03 
Gef. C 59,16, H 7,79, P 8,51 


8) Dargestellt nach A. Serini und H. Késter, Ber. 71, 177 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 281 


= 


) (1938). 


i) 
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Testosteron-17-phosphorsaiuredimethylester (II), 100 mg Test- 
osteron-17-phosphorséiure werden in Aceton aufgeschlemmt und in der Kalte 
langsam mit der berechneten Menge einer atherischen Lésung von Diazomethan 
versetzt. Dabei tritt lebhafte Gasentwicklung ein und die Substanz geht in 
Lésung. Nach dem Verdampfen des Lisungsmittels hinterbleibt ein Riickstand, 
der sich spielend in Methanol list. Auf Zusatz von Wasser kristallisiert der Ester 
in langen Nadeln, die bei 152— 153° schmelzen. Die Ausbeute ist nahezu quanti- 
tativ. Der Mischschmelzpunkt mit dem auf anderem Wege*) gewonnenen Ester 
zeigt keine Depression. 

Aus dem Rater gewinnt man auf iibliche Weise das Oxim, das einen Zer- 
setzungspunkt von 185’ zeigt: 

C,,H,;,0;NP Ber. C 61,31, H 8,27, N 3,41 
Gef. C 61,70, 61, 59, H 8,25, 8,30, N 3,25, 3,29. 

Testosteron-17-phosphorsaiurediithylester (III). 100 mg Test- 
osteron-17-phosphorsiure werden, wie beim Methylester beschrieben, mit Dia- 
zoaithan behandelt. Dabei erhalt man als Reaktionsprodukt eine élige Substanz, 
die im Hochvakuum bei 160° destilliert. Es ist gleich, ob man den Umsatz in 
Aceton oder Ather ausfiihrt und mit einem Unter- oder UberschuB an Dia- 
zoaithan arbeitet. ; 

C,3H;,0,P Ber. C 65,10 H 8,73 P 7,31, 
Gef. C 64,76 H 8,89 P 6,63. 


Androsten-(4 5,6)-3-0l-17-phosphorsaure(V). 5g Androsten (4 5,6)- 
3-ol-monoacetat-17-ol werden in 30 ccm trockenem Pyridin gelést und nach 
Abkihlen auf — 15° mit 1,4ccm frisch destilliertem POC], versetzt. Nach 
kurzem Stehen in der Eiskochsalzlésung scheiden sich aus dem Reaktions- 
gemisch farblose Nadeln aus, deren Menge sich bei dem anschlieBenden 1—2- 
tagigem Stehen bei Zimmertemperatur vergréBert. Der Inhalt des Kolbens 
wird dann auf eiskalte 2n-Schwefelsiure gegeben. Es entsteht ein feinflockiger 
Niederschlag, der abfiltriert und schwefelsiurefrei gewaschen wird. Das Roh- 
produkt wird mit iiberschiissiger verdiinnter Natronlauge gekocht, dabei spaltet 
sich Pyridin ab und unter gleichzeitiger Verseifung der dreistaindigen Acetyl- 
gruppe geht der gréBte Teil des Rohproduktes in Lésung. Von einem geringen 
ungelésten Anteil wird abgetrennt. Beim Erkalten scheidet sich das Dinatrium- 
salz des Androsten (4 5,6)-3-ol-17-phosphats in feinen Nadeln ab. Dieses Salz 
1éBt sich ohne Schwierigkeiten in die freie Saéure iiberfiihren. Sie bildet, aus 
Alkohol-Wasser umkristallisiert, farblose Nidelchen, die unter Braunfirbung 
bei 218,5° schmelzen und sich unter Violettfirbung zersetzen [a]*} = — 42,9° 
(in Athanol). Die Ausbeute betrigt etwa 3g (55% d. Th.). 

C,,H;,0,P Ber. C 61,60 H 8,38 P 8,38 
Gef. C 60,87 H 8,45 P 8,24. 


Androsten (45, 6)-3-01-17-phosphorséiuredimethylester (VI). 5 
Saure (V) werden in 100 ccm Ather aufgeschlemmt und mit einem Ubersch 
an Diazomethan versetzt. Nach eintigigem Stehen im Eisschrank ist die Reak- 
tion praktisch beendet. Die atherische Lisung wird einige Zeit am RiickfluB 

ekocht, wobei der Ester in Lésung geht. Vom Ungelésten wird abgetrennt, die 
ung oe und zur Kristallisation in den Eisschrank gestellt Der Ester 
scheidet sich in einer Ausbeute von etwa 90% in glinzenden Plattchen ab und 
hat, aus Methanol-Wagser umkristallisiert, einen Schmelzpunkt von 192—193°. 
[«];3 = — 49,16° (in Athanol). 
C,,H;,0,P Ber. C 63,32 H 8,79 P 7,79 OCH, 15,60 
Gef. C 63,45 H 8,90 P 7,32 OCH, 15,28 


Androsten (45,6) 3-ol-17-phosphorséurediathylester. 2,5 g 
Séure (V) werden in atherischer Suspension mit einer atherischen Lésung von 


%) Vgl. S. 35. 
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Diazoathan }°) versetzt und einen Tag lang im Kihlschrank aufbewahrt. Darauf 
wird vom Ungelésten abfiltriert, der Ather abgezogen und der Riickstand aus 
Benzin umkristallisiert. Schmelzpunkt 165°, derbe Nadeln. [«}2? = — 48,28° 
(in Athanol). Die Ausbeute betragt 1,9 g (d. h. 66% d. Th.). 
C.3H3,0;P Ber. C 64,78 H 9,15 
Gef. C 64,87 H 9,25. 


Androsten - (45,6)-3 -ol-17-phosphorsaéuredipropylester. Durch 
die Umsetzung von 4 g in Ather aufgeschlemmter Siiure V mit Diazopropan !°) 
erhalt man in analoger Weise 3,8 g Propylester, der nach einmaligem Um- 
kristallisieren aus Benzin-Petrolither bei 101° schmilzt. [a] . = — 48,51° 


(in Athanol). 
C,;H,;0;P Ber. C 66,10 H 9,47 
Gef. C 66,02 H 9,80. 

Androsten (45,6)-3-ol-17-phosphorsauredibutylester. Aus 4,5 ¢ 
Saure V und einer atherischen Lésung von Diazobutan?°) erhailt man nach dem 
iiblichen Arbeitsgang 1,5 g Ester, der, unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit und 
unter Kihlung abfiltriert, nur kurze Zeit haltbar ist. 

Testosteron-17-phosphorsauredimethylester (II). 1,2 g Androsten- 
(41 5,6)-3-0l-17-phosphorséuredimethylester (VI) werden in 30 ccm Eisessig gelést 
und mit 480 mg Brom in Eisessig versetzt. Nach dem Verschwinden der Brom- 
farbe wird die auf zwei Atome Sauerstoff berechnete Menge Chromsaureanhydrid 
in 90% iger Essigséure hinzugefiigt. Nach zweitagigem Stehen bei 25° ist in den 
meisten Fillen die Oxydation beendet. Eventuell iiberschiissiges CrO, wird 
durch Zusatz einiger Tropfen Methanol zerstért. Zur Entbromung wird die 
Lésung mit Zinkstaub versetzt und 1/, Stunde bei 50° geschiittelt. AnschlieBend 
wird filtriert, der Niederschlag mit wenig Eisessig ausgewaschen, das Filtrat 
in viel Wasser gegossen und ausgeithert. Die atherische Lésung wird mit Soda- 
lésung neutral gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet, Nach dem Ab- 
destillieren des Athers hinterbleiben 700 mg (59% d. Th.) eines bei 148° schmel- 
zenden Stoffes, der nach dem Umkristallisieren aus Benzin oder Methanol-Wasser 
in langen Nadeln anfallt, die bei 152—53° schmelzen. [a] >. = + 78,28° (im 


Athanol). : 
C.;H,,0,P Ber. 6 63,64 H 8,33 P 7,83 
Gef. C 63,76 H 8,39 P 8,12. 


Mit 3,4-Dinitrophenylhydrazin schén ausgebildete dunkelrote Nadeln vom 
Schmelzpunkt 228—230° (unter Zersetzung). 
C,,H;,N,0,P Ber. N 9,75, Gef. N 9,72. 
Testosteron-17-phosphorsaéure-dipropylester und Testosteron- 
17-phosphorséuredibutylester. Die Oxydation von VI a, b und c in der 
beim Dimethylester beschriebenen Weise fiihrte nur zu éligen Produkten. Die 
Ole wurden im Hochvakuum destilliert und zur physiologischen Priifung ge- 
schickt. Die Durchfiihrung der Oxydation mittels anderen Methoden, z. B. 
nach Oppenauer!}!), fihrte in keinem der angefiithrten Fille zum Erfolg. Die 
weitaus giinstigste ist die Chromsiureoxydation. Eine weite Bearbeitung dieser 
Ester wurde wegen des Fehlens einer physiologischen Wirksamkeit nicht unter- 
nommen, 


10) B. Eistert, Angew. Chem. 55, 120 (1942). 
11) Recuil Trav. chim. Pays-Bas 56, 137 (1937). 
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Erfahrungen mit der Funktionspriifung der Leber 
durch p-Oxyphenylbrenztraubensaure 
Von 
K. Felix 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1944) 


Die p-Oxyphenylbrenztraubensiure ist kein regulires Produkt des 
intermediaren Stoffwechsels, aber doch dem K6rper vertraut. Denn sie 
entsteht beim Abbau des d(+-)-Tyrosins durch Leber- und Nierenbrei 
sowie durch Schnitte dieser Organe. AuBerdem wird sie noch bei einer 
Stoffwechselstérung, der Tyrosinosis, im Harn ausgeschieden?) und wird 
hier vielleicht aus dem 1(—)-Tyrosin durch Umlagerung gebildet. Im 
Nierenbrei bleibt der Abbau des d(-+)-Tyrosins bei der p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiure stehen ; das Lebergewebe — und nach allen bisherigen 
Ergebnissen nur dieses allein — oxydiert sie dagegen weiter zu Acet- 
essigsiure, Kohlendioxyd und wahrscheinlich noch Brenztraubensiure, 
wenn sie analog wie das I(—)-Tyrosin abgebaut werden sollte, das neben 
Acetessigsiure und Kohlendioxyd Alanin liefert*). 





coon COOH CH, CH, 
| : 
H—C—NH, on C=0 + 200, + bo 
H, CH, ‘H, OOH 
Leber, Niere ( a Leber | 
poe 
pe WZ, 
OH OH 


Da sie nur von der Leber, und wegen des Benzolkerns nicht leicht, 
angegriffen wird, eignet sie sich als Testsubstanz, um deren Funktions- 
tiichtigkeit zu priifen. Die ersten Versuche haben auch die Erwartung 
bereits bestatigt. 

Die Probe besteht darin, daB man dem Patienten 2 g der Saure ver- 
abreicht und an Hand der Millonschen Reaktion bestimmt, wieviel er 
davon wieder ausscheidet*). Ein gesunder Mensch oxydiert sie ohne 
weiteres und bewiltigt in der Regel noch mehr. Nur hin und wieder 
scheidet er etwas davon aus, aber nicht mehr als 10° (= 200 mg). Wenn 
dagegen die Leber irgendwie gestért ist, erscheinen 15° (= 300 mg) und 
mehr im Harn wieder. Die Grenze zwischen dem normalen und patholo- 


1) G. Medes, Biochem. J. 26, 922 (1932). 
2) K. Felix und K. Zorn, H. S. 268, 257 (1941). 
3) K. Felix und R. Teske, H. S. 267, 173 (1940). 
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gischen Verhalten der Leber liegt nach den bisherigen Erfahrungen in 
diesem Bereich von 10 bis 15%. 

Zum Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensdure brauchen die Leber- 
zellen Sauerstoff, und zwar, nach Versuchen mit Leberbrei in Warburg- 
Manometern, drei Atome auf ein Molekiil der Saéure*). Wenn sie nicht 
geniigend erhalten, dann kénnen sie auch die Saure nicht oder nur mehr 
unvollstaéndig oxydieren. Wir erwarten also, daB bei Kreislaufstérungen 
zu viel Saéiure ausgeschieden wird. In den beiden Fallen von Leber- 
stauung und Myocardschaden, die wir bis jetzt untersucht haben und 
von dénen der eine schon friiher*) mitgeteilt worden ist, fanden wir 20 
bis 30% der eingegebenen Siure im Harn wieder. 

Ahnlich wie der Sauerstoffmangel muB sich auch eine starkere Ein- 
schrinkung des Leberparenchyms auswirken; je weniger titige Zellen 
vorhanden sind, um so weniger kann von der Testsiure oxydiert werden. 
So beobachteten wir bei Lebercirrhose die héchsten Auscheidungen 
an p-Oxyphenylbrenztraubensiure; 30—60°, sind keine Seltenheit. Ein 
Fall, den Herr Dr. Axenfeld naher beschreiben wird, schied iiber 90%, 
also fast die ganze eingegebene Menge wieder aus. Ein anderer Patient 
mit einer kompensierten Lebercirrhose, der schon friiher untersucht 
worden war’), hatte iiberhaupt die ganzén 2g wieder ausgeschieden,~ 
Weitere Untersuchungen an Cirrhotikern sind im experimentellen Teil 
angefiihrt. Wahrscheinlich kommt aber neben der Verminderung der 
Leberzellen, vor allem zu Beginn der Cirrhose, noch die Schadlichkeit 
selber zur Geltung, die sie verursacht hat (siehe weiter unten). 

Bei einem anderen Patienten (Ja. P.) hatten Metastasen eines Rec- 
tumearcinoms das Leberparenchym verdringt; er schied 38° aus. 

SchlieBlich kénnen die Fermente selbst, welche an der Oxydation 
der p- -Oxyphenylbrenztraubensiure beteiligt sind, geschidigt oder ge- 
hemmt sein. Von ihren Eigenschaften und Wirkungsbedingungen wissen 
wir erst wenig.” Sie lassen sich nach nicht abgeschlossenen Untersuchun- 
gen von Herrn Dr. H. Schaefer nicht ohne weiteres extrahieren, ge- 
héren also vermutlich zu den Desmoenzymen und wirken am besten bei 
py 7,6. In vitro werden sie durch Methimoglobin bildende und andere 
Stoffe geschidigt. Ebenso kénnen sie im Korper selbst durch verschie- 
dene Gifte getroffen werden, namentlich solche bakterieller Herkunft. 
Bekannt ist, daB die Produkte der Gasbrandbazillen die Leber be- 
sonders schidigen. Wir hatten Gelegenheit, drei solche Kranken zu 
untersuchen. Der eine (Gee). wurde zwei Tage nach der Verwundung 
operiert und schied gleich danach 44° der Testsiure wieder aus; auch 
das Urobilinogen war in seinem Harn vermehrt. Nach drei weiteren 
Tagen schied er nur mehr 30°% aus und nach etwa 5 Wochen oxydierte 
er wieder normal. Beim zweiten (Rei.) war die oxydative Leistungs- 
fihigkeit zunachst noch recht gut (15°/,), verschlechterte sich dann wih- 
rend der anschlieBenden 4 Wochen (36°) und war auch 5 Monate spater 


4) K. Felix, K. Zorn und H. Dirr-Kaltenbach, H. S. 247, 141 (1937). 
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noch nicht besser (35°). Bei ihm ist ein linger anhaltender Schaden, 
vielleicht eine Cirrhose, zuriickgeblieben. Der dritte Patient (Vangee.) 
wurde schon vor Ausbruch des Gasbrands amputiert, so daB die Oxyda- 
tionsfaihigkeit seiner Leber kaum gelitten hatte. Bei einem vierten Pa- 
tienten wurden erst 9 Tage nach der Verwaiong im Eiter Gasbrand- 
bazillen (Frankel) nachgewiesen. Nach 5 weiteren Tagen wurde er am- 
putiert. Drei Wochen nach der Operation war die Leber immer noch 
erheblich geschadigt (53°/). 

Auch die gewéhnlichen Eitererreger erzeugen Stoffe, die die 
Leber mehr oder weniger stark schidigen, wenn sie in geniigender Kon- 
zentration in den Kreislauf gelangen. Es wurde dariiber ausfiihrlich an 
anderer Stelle*) berichtet; im experimentellen Teil sind zwei weitere 
Falle dieser Art beschrieben. Bei iiber 30 Verletzten, deren Wunde 
eiterte, war die Oxydation der p-Oxyphenylbrenztraubensiure erheblich 
vermindert und es entgingen ihr bis zu 60°, der eingegebenen Menge. 
Der Leberschaden erschien um so gréBer, je schlechter der Eiter abfloB. 
Wabrscheinlich kann in unklaren Fillen die Probe entscheiden helfen, ob 
Eiter verhalten wird oder nicht. 

Meistens wurde die Siure wieder besser oxydiert, wenn die Wunde 
geheilt war. Vereinzelt erlangte aber die Leber ihre normale Oxydations- 
fahigkeit nicht mehr zuriick. Bei einem Patienten, der noch 10 Monate 
nach der Verletzung 37% ausschied und seinen Wunden erlag, wurde in 
der Leber eine gerade beginnende Cirrhose festgestellt. Hier miissen es 
also die Bakteriengifte gewesen sein, die die Oxydation gehemmt haben; 
denn die tatigen Parenchymzellen waren noch nicht so sehr vermindert. 
Ahnlich wird sich auch bei Patienten, die nach Monaten und nach auBer- 
licher Wiederherstellung immer noch schlecht oxydierten, eine Cirrhose 
entwickelt haben. Wenn unsere Vermutung richtig ist, dann sind es im 
Verlauf dieser Krankheit zwei Momente, die eine vollstandige Oxyda- 
tion der p-Oxyphenylbrenztraubensiure verhindern, erst das Bakterien- 
oder ein anderes Gift, dann auf ihrer Héhe die Verminderung des Paren- 
chyms. 

~ Auch das Virus, welches die Hepatitis epidemica verursacht, diirfte 
an den die p-Oxyphenylbrenztraubensiure oxydierenden Fermenten oder 
an ihren Wirkungsbedingungen angreifen, wenn es in die Parenchym- 
zellen eingedrungen ist. Das scheint aber in wechselnden Stadien der 
Krankheit zu geschehen. Im experimentellen Teil sind in einer Tabelle 
27 Fille, an denen die Probe nur einmal, aber zu ganz verschiedenen 
Zeiten ausgefiihrt werden konnte, zusammengestellt und nach den 
Krankheitstagen, an denen sie belastet wurden, geordnet, wobei die Zeit 
vom Beginn der Erkrankung und nicht von dem des Gelbwerdens an ge- 
zihlt wurde. Das Resultat war, daB keine gesetzmaiBige Beziehung 
zwischen der Oxydationshemmung der Parenchymzellen und dem Ablauf 
der Hepatitis besteht. Es gab Patienten, die in den beiden ersten Wochen 


5) K. Felix, Militérarzt 8, 505 (1943). 
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noch vollig normal oxydierten, neben anderen, die zur gleichen Zeit 
schon mehr als 20°(, der Testsiure wieder ausschieden. Dieselben Unter- 
schiede findet man auch in den spiiteren Perioden, allerdings weniger 
haufig und nicht mehr so stark ausgeprigt. 

Wie die Parenchymzellen im Verlauf der Hepatitis sich verhalten, 
erkennt man besser, wenn man einen Patienten mehrmals untersucht; 
und da zeigte sich nun bei unseren Kranken, daB im einzelnen die Infek- 
tion ohne besondere Regel auf das Parenchym iibergreift und sich dort 
ganz verschieden lang halten kann. In den meisten Fallen wurde die 
p-Oxyphenylbrenztraubensaure erst dann schlecht abgebaut, wenn das 
Bilirubin aus dem Harn verschwunden war. Zu Beginn unserer Arbeit 
kam das so regelmaBig vor, daB man schon an eine zwangsliufige Be- 
ziehung zwischen Ausscheidung des Bilirubins und Abbau der p-Oxy- 
phenylbrenztraubensiure glauben konnte. .Spiter wurde dann mehr- 
fach noch wahrend der Bilirubinurie zuviel Testsiure im Harn gefunden, 
daB also Ausscheidung des Gallenfarbstoffs und Oxydation der p-Oxy- 
phenylbrenztraubensdure voneinander unabhingig sein miissen. Am 
haufigsten wird das Parenchym in der 2. und 3. Woche angegriffen. Die 
Tabelle unter 6 des experimentellen Teils bringt die Ergebnisse der 
wiederholten Funktionspriifungen. Man sieht aus ihr auBerdem, daB es 
unter Umstinden sehr lange dauern kann, bis die Leber wieder ihre nor- 
male Oxydationskraft zuriickerlangt. Bei einem Patienten (Reich.) war 
das bereits nach drei Wochen erreicht und bei drei anderen (Beh., Red., 
Bech.) nach rund 50 Tagen, aber bei zwei weiteren (Pét., Lang.) noch 
nicht einmal nach iiber 60 Tagen. Hier wird ein Dauerschaden zuriick- 
geblieben sein. 

Auch bei Thyreotoxikose wird die p-Oxyphenylbrenztraubensiaure 
schlecht oxydiert, wenigstens nach den beiden Fallen zu urteilen, die be- 
reits veréffentlicht sind5). Ferner schied ein Patient mit Hemerallopie 
ebenfalls zuviel aus. Vermutlich handelt es sich auch hier um eine Sté- 
rung der Fermentwirkung. 

Auch bei anderen Formen von Ikterus wird nach unseren Erfahrun- 
gen die p-Oxyphenylbrenztraubensiure schlecht oxydiert (vgl. Ab- 
schnitt 7 im exp. Teil). Bei einer Patientin aber mit schwerem himo- 
lytischen Ikterus (60°, Reticulocyten, Resistenz 0,75°, NaCl) oxydierte 
die Leber noch normal; dagegen wurde viel Urobilinogen ausgeschieden. 
Wahrscheinlich beschrinkt sich diese Erkrankung auf das interstitielle 
Gewebe und betrifft nicht die eigentlichen Parenchymzellen (siehe 
weiter unten). 

. Im experimentellen Teil sind unter 9 einige Versuche an Luetikern 
angefiihrt, die verschiedene Dosen Neosalvarsan erhalten hatten, von 
dem bereits bekannt ist, daB es die Leber schaidigen kann. Das scheint 
auch nach unseren, allerdings nicht sehr zahlreichen Versuchen so zu 
sein. Im einzelnen reagieren aber die Patienten verschieden. 

Die p-Oxyphenylbrenztraubensiure wird noch dann schlecht abge- 
baut, wenn die Leber gleichzeitig viel Tyrosin zu verarbeiten hat. Viel- - 
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leicht wird sie durch dieses aus dem Stoffwechsel der Leberzelle ver- 
drangt. Deswegen darf ein Tag vor und wihrend der ganzen Probe kein 
Kase von der Versuchsperson gegessen werden, da dieser besonders reich 
an Tyrosin ist. 

SchlieBlich kann noch dann zu viel p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
ausgeschieden werden, wenn sie gleichsam an den Leberzellen vorbei- 
gefiihrt wird; sei es, daB die Kapillarwand verindert ist und sie nicht 
mehr durchtreten laBt; sei es, daB die Diffusion wegen eines Odems er- 
schwert ist. Einer der friiher®) beschriebenen Verletzten mit starken 
Eiterungen erlag kurz nach der Belastung seinen Wunden. Die Sektion 
ergab ein Odem der Leber. Er hatte 45°, ausgeschieden. 

In einigen Fallen konnten wir die neue Probe mit den bisher ge- 
brauchlichen vergleichen, haben aber keine wesentliche Beziehung zu 
einer derselben entdeckt. Sie diirfte mit den Proben parallel gehen, die 
sich an das Parenchym wenden. Sicher tut das nur die Galaktoseprobe, 
und wenn sie positiv war, dann konnte auch die Testsiure nicht mehr 
vollstandig abgebaut werden. Aber in vielen Fallen war es so, daB die 
Galaktose noch gut verwertet wurde, die Oxydationsfahigkeit aber be- 
reits gelitten hatte. Offenbar wandelt die Leberzelle noch Galaktose 
iiber Glucose in Glykogen um, wenn sie bereits nicht mehr richtig oxy- 
dieren kann. Dieser ProzeB verzehrt auch wenig Energie. Somit spricht 
die Oxydation der p-Oxyphenylbrenztraubensaéure empfindlicher auf 
Stérungen des Parenchyms an, als die Glycogenbildung aus Galaktose. 

Ahnlich ist es mit den Kolloidreaktionen des Plasmas (Takata, GroB, 
Weltmann), die Verinderungen im physikalisch-chemischen Verhalten 
der Plasmaproteine anzeigen. Letztere kénnen durch Fehler verursacht 
sein, welche die Bildungsstitten beim Aufbau der EiweiBe begangen 
haben; dann kénnen sie auch von Einfliissen der Umgebung herriihren *). 
Uber den Ursprung der Plasmaproteine ist man sich noch nicht klar. 
Das Fibrinogen wird vielleicht ausschlieBlich in der Leber gebildet. Auch 
mit den Albuminen scheint es so zu sein. Dagegen sollen die Globuline 
auch aus anderen Organen stammen kénnen’). So kann es nicht erstau- 
nen, daB die Takata-Reaktion positiv-ausfallt, auch wenn die Leber nicht 
erkgankt ist. Das Umgekehrte, negative Takata-Reaktion bei nachge- 
wiesener Leberstérung, ist ebenfalls nicht selten. In unseren Versuchen 
wurde haufig bei negativer Takata-Reaktion die p-Oxyphenylbrenz- 
traubensiéure schlecht oxydiert. Offenbar ist es hier ahnlich wie beim 
Glykogen, daB das EiweiB noch synthetisiert werden kann, wenn nur der 
zugehorige Fermentmechanismus in Ordnung ist; denn auch dieser 
ProzeB braucht keinen Sauerstoff und verzehrt wenig Energie, daB er 
selbst bei verminderter Oxydationsleistung noch durchgefiihrt werden 
kann. 

Beachtenswert sind dagegen die Beziehungen der neuen Funktions- 


priifung zum Ausfall der Urobilinogenreaktion im Harn. Von Haus aus 


6) M. Takata und T. Murasugi, Biokl. Beibl. 1941/1, 7. 
7) S.C. Madden und G. H. Whipple, Phys. rev. 20, 194 (1940). 
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hiitte man erwarten kénnen, daB die beiden Proben parallel laufen, da 
sie beide Angelegenheiten des oxydativen Stoffwechsels sind; denn auch 
das Urobilinogen wird unter Verbrauch von Sauerstoff durch Leberbrei 
so verindert, daB es weder die Aldehyd- noch die Gmelinsche Reaktion 
gibt*). In den weitaus meisten Fallen fielen die beiden Proben auch 
gleichsinnig aus. Manchmal, namentlich bei der Hepatitis, war aber nur 
die eine oder die andere positiv. Da8 nur das Urobilinogen vermehrt 
war, kam meist im Anfang dieser Krankheit vor, und daB nur die p-Oxy- 
phenylbrenztraubensaure schlecht oxydiert wurde, ereignete sich hiu- 
figer in den spateren Stadien. Nun ist es bei dem plumpen Molekiil, das 
nach unseren gegenwirtigen Kenntnissen ein Virus besitzt, nicht wahr- 
scheinlich, da ganz spezifisch erst der eine und nachher der andere 
OxydationsprozeB gestért wird, wenn beide in der Parenchymzelle ab- 
laufen sollten. Plausibler erschiene einem vorerst, daB sich die zwei 
Prozesse auf die beiden Zellarten in der Leber verteilen. Da die p-Oxy- 
phenylbrenztraubensiure nur von der Leberzelle abgebaut wird, miiBte 
dann das Urobilinogen von den Sternzellen oxydiert werden. Sie bilden 
nach der landlaufigen Ansicht aus dem Hiamoglobin bereits das Bili- 
rubin und kénnten nun vielleicht auch das nahe verwandte Urobilinogen 
oxydieren. Nach dieser Vermutung bedeutete dann erhéhtes Urobilinogen 
Schaden der Sternzellen und mangelhafte Oxydation der p-Oxyhenyl- 
brenztraubensaure Schaden der Parenchymzellen. 


Nehmen wir einmal vorweg, diese Hypothese wire bereits bewiesen, dann 
ergriffe nach den vorliegenden Befunden die Hepatitis epidemica die Leberfunk- 
tionen in folgender Reihe. Zuerst wird das Virus, das wahrscheinlich mit dem 
Pfortaderblut in die Leber gebracht wird, von den Sternzellen abgefangen. Sie 
haben ja die Aufgabe, die Leber vor Bakterien und anderen Erregern sowie 
ihren Giften zu schiitzen. AuBerdem nehmen sie gerade auch kolloide Stoffe 
auf, zu denen die Virus gehéren. Die befallenen Sternzellen geben nun das 
Bilirubin nicht mehr vollstaéndig an die Parenchymzellen weiter, sondern lassen 
es teilweise in das Blut iibertreten. Man wei8 allerdings noch nicht recht, wie 
der Gallenfarbstoff aus den Sternzellen nach den Leberzellen gebracht wird. 
Jene kénnten ihn durch Pseudopodien direkt zu diesen leiten®). Ebensogut 
kénnte er aber erst an das Blut abgegeben und von da durch die Leberzellen auf- 
genommen werden. Trife diese letzte Annahme zu, dann kame der Ikterus 
durch eine vom Virus verursachte verschlechterte Durchlassigkeit der Kapillar- 
wande zustande. Wenn der Ikterus abklingt, so kann noch ein Schaden der 
Sternzellen vorhanden sein, der sie unfaéhig macht, das aus dem Darm resor- 
bierte Urobilinogen zu oxydieren. SchlieBlich geht dann das Virus in die Paren- 
chymzellen hiniiber und hemmt dort die Oxydation der p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaéure neben anderen Leistungen der Leber. Die Oxydation des Urobi- 
linogens kann schon wihrend des Ikterus unterbleiben, wie aus einigen im ex- 
perimentellen Teil beschriebenen Beobachtungen hervorgeht; d. h. hier floB noch 
so viel Galle in den Darm ab, da8B Urobilinogen gebildet und resorbiert werden 
konnte. 

Die Gifte der Eitererreger und der Gasbrandbazillen griffen nach dieser 
Hypothese ebenfalls erst die Sternzellen und dann die Parenchymzellen an. Ahn- 
lich wiirde auch ‘das Neosalvarsan wirken. 


8) K. Felix und H. Moebus, H. S. 286, 230 (1935). 
*) H. Eppinger, Die Leberkrankheiten, Wien 1937. 
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Jedenfalls reagiert die Probe auf die verschiedensten Erkrankungen und 
Schidigungen des Leberparenchyms und wird deswegen in irgendeiner Weise 
mit seinen sonstigen Funktionen verkniipft sein; vielleicht dadurch, daB der 
Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensaure als ein Oxydationsvorgang zu den 
Prozessen gehért, welche die Energie fiir die eigentlichen Leistungen der Leber 
aufbringen. Geht man die Oxydationen in der Leber durch, was aber hier nicht 
im einzelnen geschehen soll, so fillt auf, daB kaum ein Substrat — gerade auch 
die p-Oxyphenylbrenztraubensiure nicht — zu den Endprodukten verbrannt, 
sein Energiegehalt also nicht voll ausgeschépft wird. Nach auBen driickt sich 
das in dem relativ niederen Sauerstoffverbrauch der Leber aus, Qo, = 7, ver- 
glichen mit der grauen Substanz des Gehirns, Qo, = 15, und der Niere Qo, = 25!°). 
Nach neuen Versuchen von R. Voigt!) verbrauchen frische Schnitte von Ratten- 
organen in einer Stunde folgende Mengen von Sauerstoff pro 10 mg Frisch- 
gewicht: Niere 24, Herz 16, Leber 14, Milz 13,5 mm*. 

Die Hauptleistungen der Leberzellen sind die Sekretion der Galle, die Er- 
zeugung der Gallensaéuren, die Synthese von EiweiB, Glycogen und vielleicht 
auch von Fett aus den Bausteinen bzw. verwandten Produkten des Zwischen- 
stoffwechsels, die von Harnstoff aus Ammoniak und Kohlensaure, die von Amino- 
rauren aus a-Ketosiuren und Ammoniak, die Veresterung des Cholesterins mit 
Fettsiéuren, des Indoxyls und Phenols sowie anderer Faulnisprodukte mit 
Schwefelsiure, die Kupplung von Alkoholen mit Glucuronsaure sowie die von 
Kohlenwasserstoffen mit Cystein usw.; alles Vorgainge, die wenig Energie ver- 
brauchen. Wahrscheinlich darf man hier mit einschlieBen die Bildung des anti- 
animischen Stoffes, des Prothrombins und des Heparins. Wenn die Gallen- 
siiuren aus dem Cholesterin gebildet werden, so wire das wieder eine Oxydation, 
bei der Energie frei wird. Nur ein Proze8 macht eine Ausnahme, die Synthes: 
von Fett aus Kohlenhydraten; aber es ist fraglich, ob das auch eine Aufgabe der 
Leber und nicht ausschlieBlich die der Fettorgane ist. Die Leber ist eben wohl 
nicht nur das Hauptlaboratorium des Organismus sondern eher der Ort, wo 
die resorbierten Produkte gesichtet, zur Verteilung gestapelt, schadliche Stoffe 
zur Ausscheidung durch die Nieren vorbereitet, die Galle sezerniert und mit ihr 
gewisse Endprodukte des Stoffwechsels entfernt werden. Daneben erzeugt sie 
einige fiir den allgemeinen Betrieb wichtige Stoffe. 

Wir wissen nicht, wie hier die Energie produzierenden mit den Energie ver- 
brauchenden Prozessen im einzelnen verkniipft sind, aber die Oxydation der 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure scheint nach allem den Zustand und die Inten- 
sitét jener in empfindlicher Weise anzuzeigen, und wenn sie nicht mehr durch- 
gefiihrt werden kann, dann fallen vielleicht auch andere Oxydationen wie z. B. 
die Bildung der Gallensauren aus. 


Experimenteller Teil 


1. Zur Ausfiihrung der Probe. Gegeniiber den Angaben in der ersten 
Mitteilung ist die Probe inzwischen wesentlich vereinfacht worden; allerdings 
nimmt sie immer noch 3—4 Tage in Anspruch, da man vorlaufig nicht ohne das 
Mittel aus den unbelasteten Tagen auskommen kann. An allen diesen Tagen ist 
der Harn quantitativ zu sammeln und in ihm die Intensitat der Millonschen Reak- 
tion photometrisch zu bestimmen. Das Ergebnis wird in mg p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaiure pro Tag ausgedriickt. Man beginnt mit einem Vortag, gibt am 
zweiten Tag morgens dem Patienten die 2 g Testsiure. Meistens wird die nicht 
oxydierte Siure am Belastungstage ausgeschieden. Ist also am ersten Nachtag 
(dritter Tag der Probe) bereits der Wert des Vortages wieder erreicht, dann kann 
man die Probe abbrechen. Andernfalls rechnet man den ersten Nachtag noch 
als Versuchstag und analysiert auch den Harn des vierten Tages. Im ersten Fall 


10) E. Holmes, The metabolism of living tissues, Cambridge 1937. 
11) R. Voigt, H. 8. 281, 1 (1944). 

















Bd, 281 (1944) 





Funktionspriifung der Leber 43 


zieht man das Mittel aus dem ersten und dritten Tag von dem Wert des Ver- 
suchstages ab; im zweiten Fall ergibt sich die ausgeschiedene p-Oxyphenyl- 
brenztraubensaure aus der Differenz zwischen der Summe des zweiten und dritten 
Tages und der des ersten und vierten. Selten braucht man noch einen fiinften 
Tag. 

An der Ausfiihrung der Bestimmung selbst wurde nichts geiindert. Die ge- 
trennte Analyse des ,,atherléslichen Millonwertes“ hat sich als iiberfliissig er- 
wiesen. 


Unter den Fehlerquellen ist die haufigste der Verlust von Harn und die 
unvollstaéndige Mischung der einzelnen Tagesportionen. Um das Sammeln zu 
kontrollieren, kann man das spezifische Gewicht bestimmen. 


Der Millonwert der unbelasteten Tage schwankt von Individuum zu Indi- 
viduum recht erheblich (von 100 bis 1000 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
pro Tag); bei ein und demselben halt er sich dagegen ziemlich auf der gleichen 
Hohe. Aber nur in seltenen Fallen wird das Resultat durch hohe Leerwerte ge- 
stért; dann -mu8 man noch einen weiteren Nachtag anfiigen, um einen zu ver- 
lissigen Mittelwert zu erhalten. Hierfiir seien einige typische Beispiele ange- 
fihrt. 





























Name p-Oxyphenyl- 
Diagnose Tag brenztr. 
Lazarett mg proTag| °% 
Wi. Ne., 26.11. 42 293 
regularer Fall Hepatitis ep., 27.11. 42 755 24 
Brugmann 28.11. 42 277 
Ap., 3. 11. 43 157 
verzégerte Ausscheidung Hepatitis ep., 4. 11. 43 299 
Chir. Sond. Laz. 5. 11. 43 338 22 
OKH 6. 11. 43 212 
7. 11. 43 117 
Rei., 8. 4. 43 966 
Gasbrand 9. 4. 43 791 
Chir. Sond. Laz. 10. 4. 43 514 21 
auBergewohnlicher hoher OKH 1, 4, 43 419 
Wert am Vortag 12. 4. 43 469 
13. 4. 43 178 
14. 4. 43 572 18 
15. 4. 43 276 
16. 4. 43 252 














Bei dem Patienten Rei. war der Wert am Vortag ungewéhnlich hoch und 
durfte nicht zur Berechnung des unbelasteteten Durchschnitts herangezogen 
werden, der dann nur aus dem vierten und fiinften Tag ermittelt wurde. Die Be- 
rechtigung dazu ergab sich aus der gleich angeschlossenen Wiederholung der 

robe. 

In einigen Fallen haben wir den Harn nach der Belastung in einzelnen Por- 
tionen getrennt gesammelt und analysiert, und zwar nach 1, 2, 4, 8 und 24 Stun- 
den, um zu sehen, ob sich hinsichtlich des Verlaufs der Ausscheidung etwas Cha- 
rakteristisches ergibe, wodurch die Probe abgekiirzt werden kénnte. Zwei Bei- 
spiele seien hier wiedergegeben. 
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p-Oxyphenylbrenztraubensaure 


Ausscheidung _|Ausscheidung 
mg _|insges. mg] i.% d. Gabe 


Harnmenge 











102 


375,5 


49,0 





93,0 


474,5 


PRSES 
00 to me 

















266,0 


Sie zeigen, daB die iiberschiissige Testsiure ungleich ausgeschieden wird, 
so daB man mit der Untersuchung einzelner Portionen nichts gewinnt. 

Leider befriedigten auch andere Versuche noch nicht, wo die ausgeschiedene 
Saure an Hand des Brenztraubensiurerestes nach G. D. Lu}?) bestimmt wurde. 
Wir fanden mit dieser Methode niedrigere Werte als mit der Millonschen Reak- 
tion. Die naheliegende Vermutung, daB die p-Oxyphenylbrenztraubensaure zu 
p-Oxyphenylessigsiure abgebaut oder zu p-Oxyphenylmilchsaure reduziert wer- 
den kénnte, wird zur Zeit noch iiberpriift. 


2. Versuche an verschiedenen Kranken 





Tag Ausschei- Zusitzliche Untersuchungen 
Name, Diagnose, dung v. Serum- Gala : 


der J 
Klinik bzw. Lazarett Belasteng | * aan — Takata probe 














a Cirhose, 511.41]  €8 eo 1444 | 4,6 gr 








Glo., Cirrhose nach Leber- 27.5. 42 
punktion, Res. Laz.3 Ffm . |“‘* ” 


Pet., Cirrhose mit Myocard- 

schaden, Med. Klin. Fim _| 2-10-41 | 

Hein., Diagnose fraglich, Res. | 29. 1. 42 
Laz. 3 Ffm 10. 3. 42 


Tre., Lebergchaden fraglich, | 
Res. Las. 3’ Fim 23.10. 41 0,75 





























Schénh., Myocardschaden, . 

Res. Les. 8 Fim ; 6. 11. 41 0,25 

Hol., Amébenruhr, Res. Laz. 3 | . a 
Fim 20.11.41 | 0,72 

Schau., Ischias, Res. Laz. 3 Ffm | 27.11.42 | 23 | | | 


Jin. P., Rectumca. mit Leber- Harn ; Bilirubin-, Uro’gen + ++ 
? . Urobil: » Indk 
metastasen, Chir.so. Laz.OKH 6.9. 43 Fibrin; oni0% ee 


12) G, D. Lu Biochem. J. 33, 249 (1939). 
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3. Versuche an Gasbrandinfizierten 








Ausschei- 























Name, Tag der Verwundung, =e dung v. Harn 
Klinik, Lazarett Belastung | ?°O3¥PD-| Bill. | Uro'gen | Urobilin | Indikan 

Gee., 5. 4. 43, Chir. 9.4.43| 44 ee ee L 

Sond. Laz. OKH 12. 4. 43 30 — + 
19. 5. 43 8 - - ? 

Rei., 5. 4. 43, Chir. 9.4.43] 15 - we ae 
Sond. Laz. OKH, 4.11. 14, 4. 43 17 — Stes oar 0 Me ag ils ae Els le ts oe 
Fibrin, 0,42% 17.5.43| 36 

15. 7. 43 18 (+) 
6. 10. 43 35 - 

Vangee., 5. 4. 43, Chir. 11. 4. 43 9 - - - 
Sond. Laz. OKH 14. 4. 43 13 - 

Sengh., 7. 9. 43, Weich- 6. 10. 43 53 _ + + 


teilwunde Bein, vereit. 


Sprunggelenk, 16. 9., 
Gasbrandbazillen 

(Frankel) nachgewie- 
sen, Chir. Sond. Laz. 
OKH, Fibrin 0,463% 




















4. Weitere Versuche an Verwundeten mit starken Eiterungen 





Gusch., 7. 9. 42, Knie- 
gelenkdurchschuB, 
Oberschenkelbruch, 
Chir. Sond. Laz. OKH 


5. 7. 43 


25 





Hohm., subphrenischer 
AbszeB, Chir. Sond. 
Laz. OKH, Fibrin: 
0,45% 





co © 
~ 
5S 
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5. Einmal belastete Hepatitiskranke 





Name, Lazarett 


Ausschei- Harn 


Krankheitstag | “gung v. 
und Tag p-Oxyph. 


der Belastung % 


Bili- 
rubin |Uro’gen |Urobilin] Indikan 














(Ellenikon) 
(Ellenikon) 
May. (Ellenikon) 
Stur. (Brugman) 
Burg. (Brugman) 


May. 
Stru. 


Puc. (Ellenikon) 
Brii. (Ellenikon) 
Da. (Ellenikon) 
Fle. (Ellenikon) 
Stei. (Ellenikon) 
Bé. (Ellenikon) - 
Schof. (Brugman) 
Men. (Ellenikon) 


Kép. (Brugmann) 

Lie. (Ellenikon) 

Bel. (Brugman) 

Hel. (Chir. Sond. Laz. 
OKH) 


Gol. (Ellenikon) 
Gri. (Ellenikon) 
Wack. (Ellenikon) 


Hei. ~(Ellenikon) 
Wel. (Ellenikon)- 
Schnee. (Ellenikon) 
Dof. (Ellenikon) , 


Win. (Ellenikon) 
Dunk. 
OKH) 


Ded. (Brugman) 


Web. 


Hein. (Res. Laz. 3 Ffm) 


(Chir. Sond. Laz. 


Erste Woche 


10 
10. 42)} 12 
.10.42)| 14 
. 11, 42) 9 
. 11. 42) 


nie gelb gewes., Stuhl nicht entfarbt 


(+) 
+++ 
0 — 


Zweite Woche 


. 10. 42) 
. 10. 42) 
. 10. 42) 
. 10. 42) 
3. 10. 42) 
. 10. 42) 
. 11. 42) 
2. 10. 42) 




















Dritte Woche 


21. 11. 42) 
2. 10. 42) 
8. 11. 42) 

. 11. 42) 
Vierte Woche 

. 10. 42) 

. 10. 42) 

. 10. 42) 


16 
16 
14 

















Fiinfte Woche 


. 10. 42) 19 
. 10. 42) 0 
. 10, 42) 20 
. 10. 42) 20 — 


Sechste bis vierzehnte Woche 


39. (12.10. 42)| 19 
37. (5. 7.43)| 18 


m 





100. (15. 4. 43) 8 7 


Krankheitstag nicht festgestellt 


(4.12.41)] 47 
(10. 3.42)] 21 
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6. Mehrmals belastete Hepatitiskranke 





Name, Lazarett 


Krankheitstag 
Belastungstag 


p-Oxyph.- 
tre iztrau- 
bensiure 


°% Aussch 


Harn 


Biii- 
rubin [Ur0"gen Urobilin| Indikan 





Wol. (Ellenikon) 





6. (14. 10. 42) 
0. 


10 
12 





Woh. (Brugman) 


6. (21. 11. 42) 


8 
18 





Fri. (Ellenikon) 


. (17. 10. 42) 


13 
20 





Eb. (Ellenikon) 





. (22. 11. 42) 


22 
16 
19 











Nee. (Brugman) 


. 42) 





Beh. (Ellenikon) 


. 42) 





[a bet 


~ 





Pot. (Ellenikon) 


1! 
| 


| 





Mil. (Brugman) 





Lang. (Chir. Sond. Laz.) 
OKH) 





Glo, (Ellenikon) 








Red, (Ellenikon) 


+7 
ea!i- 





Bech. (Ellenikon) 





— —- 
+"S5 








Schem, (Ellenikon) 





. 12. 42) | 


22 
18 








+. 
+ |+ 
+ 





+ 
+- 








Reich. (Res. Laz. 3 
Ffm) 


. 12. 41) | 


78 
3 


Serumbilirubin 2,1 mg% 
Takata —, Galaktoseprobe — 





oe 
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7. Andere Ikterusformen 
Ausschei- ’ inten 

" ‘ ‘ ai : Zusiatzliche 

Name, Laz. Klin. | Datum Diagnose p-Oxrnh. Untersuohengen 
Hess., Res. Laz. 3 20. 1. 42 | Obtur. Ikterus; 66 

Ffm vollst. Verschl. 
Gol., Res. Laz. 3 Ffm | 27. 1. 42 | kat. Ikterus 25 
Fend., Res. Laz. 3 5. 2. 42 hepatozell. 50 Serumbilirubin 1,2 mg% 

Ffm Ikterus Takata — Galaktoseprobe 
Fend., Res. Laz. 3 13. 3. 42 os 21 

m 

Kar., Res. Laz. 3 20. 11. 41 " 23 Serumbilirubin 0,25 mg, 

Ffm Takata — Galaktoseprobe 
Schirh., Chir. Sond. | 6. 10. 43 | hamolytischer 6 Resistenz 0,75% NaCl 

Laz. OKH Ikterus Fibrin 0,318% 

Harn: Bilirubin — 
Uro’gen ++ 
Ubilin ? 
Indikan ? 

Nach Entfernung der | 3. 12. 43 = 18 

Milz 

















8. Beziehung zur Urobilinogenreaktion 


Aus diesen Tabellen ergibt sich noch, daB Ausscheidung von zuviel Uro- 
bilinogen und mangelhafte Oxydation von p-Oxyphenylbrenztraubensiure im 
allgemeinen zwar parallel gehen, sich aber auch trennen kénnen. 

Der Gasbrandinfizierte Rei. oxydierte bei den beiden ersten Belastungen 
die Testsiure noch relativ gut, schied aber viel Urobilinogen aus. Spiter ver- 
schlechterte sich die Oxydation, wihrend das Urobilinogen aus dem Harn ver- 
schwand. Ahnlich ist es bei den Hepatitiskranken Nee., Pét. und Red. 

Zur Bewertung der Aldehydreaktion sei noch auf folgendes hingewiesen. 
Bei den Untersuchungen in dem Lazarett Ellenikon fiel auf, daB die Millonreak- 
tion an den unbelasteten Tagen relativ stark war. Da die nachstliegende Ur- 
sache dafiir eine vermehrte Darmfiulnis sein muBte, wurde spater der Harn regel- 
maBig auf Indikan untersucht. Tatsichlich schied eine nicht geringe Anzahl der 
Patienten viel von diesem Faulnisprodukt aus und meist war dann auch das Uro- 
bilinogen — jedoch ohne strenge Parallelitiét — stark vermehrt. 

ur weiteren Kontrolle wurde bei 70 gesunden und vollkommen dienst- 
fahigen Soldaten des benachbarten Flugplatzes Kalamaki sowie bei den Sanitits- 
offizieren des Lazaretts einschlieBlich des beratenden Internisten und seines Ad- 
jutanten der Harn auf Indikan und Urobilinogen geprift. Bei drei Vierteln dieser 
ersonen waren beide Proben stark positiv. Der p-Dimethylaminobenzaldehyd 
ist ein Gruppenreagenz auf Pyrrolderivate und da mit auch auf Abkémmlinge 
des Indols. Eine positive Aldehydreaktion muB also nicht immer Urobilinogen 
bedeuten, sondern nur dann, wenn die Indikanreaktion nicht besonders stark ist. 
Oder man miBte annehmen, daB in diesen Fallen bereits ein verborgener Leber- 
schaden vorlag. 


9. EinfluB von Neosalvarsan 


Die Patienten, an denen die Probe ausgefiihrt wurde, gehérten dem Kriegs- 
lazarett Léwen an. Sie sind in der folgenden Tabelle nach der Menge Salvarsan, 


‘ 
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die ihnen insgesamt gegeben worden ist, geordnet. Bei allen war die Wasser- 
mannsche Reaktion stark positiv und sind Spirochiéten nachgewiesen worden. 
Es kann sein, daB diese die Leber an sich schon etwas schadigen, ahnlich wie die 
Malariaplasmodien es tun. 




















a Tag — Neosalvarsan | p-Oxyphenylbr. 
gr % 
Klu. 8. 7. 0 0 
Glau ee. 0 8 
Gud. 8. 7. 12 
Vo. (Pep I 0,3 13 
Bii. 2. 9. L 0,3 9 
Thiel. II 0,3 17 
Ross. 7.7 I 0,75 22 
Kel. 10. I 2,55 15 
Hes. Tes 1 3,0 20 
Kra. dp te I 3,45 32 
Dol. 3.45 15 





Zum SchluB8 danke ich den Chefaérzten der Lazarette Oberstarzt Prof. Dr. 
Wachsmuth, Oberstabsarzt d. R. Prof. D. h. c. Baader, Oberstabsarzt d. R. Dr. 
Kroitschz,Oberstabsarzt d. R. Dr. Oeckinghaus und Hauptmann d. R. Prof. 
Dr. Lenz fiir ihre wohlwollende Unterstiitzung, den technischen Assistentinnen 
Fraulein H. Becker, M. Buchka, H. Felix und Frau H. Voigt fiir die Ausfiihrung 
der Bestimmungen und der Firma E. Leitz fiir die leihweise Uberlassung eines 
Photometers. Der ,,Carl-Bosch-Stiftung‘’ bin ich zu besonderem Dank fiir die 
Mittel, die sie fiir die Arbeiten zur Verfiigung stellte, verpflichtet. 

Die p-Oxyphenylbrenztraubensaiure verdanken wir dem Chemiewerk Bad 
Homburg in Frankfurt am Main, das sie unter dem Namen ,,Testacid‘ in 
den Handel bringt. 


Zusammenfassung 


Es werden die Ergebnisse, die mit der Funktionspriifung durch 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure bei verschiedenen Leberstérungen er- 
halten worden sind, berichtet. 

Obwohl die Probe sich nur an einen ganz bestimmten einzelnen 
ProzeB wendet, spricht sie doch auf die verschiedensten Schiden der 
eigentlichen Leberzellen an. Diese Schiden hemmen die Oxydations- 
prozesse im allgemeinen oder die Oxydation der p-Oxyphenylbrenz- 
traubensiure im besonderen. 

Beachtenswert ist die Beziehung der Oxydation der p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiure zur Urobilinogenausscheidung. Meistens gehen beide 
parallel. Manchmal trennen sie sich aber auch, vermutlich deswegen, 
weil das Urobilinogen von den Sternzellen und die Testsiure von den 
eigentlichen Leberzellen abgebaut wird. 
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Polarographische Eiweifuntersuchungen VIII 
Fermentativer Insulinabbau 
Von 
Caspar Tropp und Werner Herrbach 


(Aus der Medizinisehen Klinik mit neurologischer Abteilung der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1944) 


Wir beschiiftigen uns seit liingerer Zeit mit der Aufklirung der 
polarographisch nachweisbaren Proteindoppelstufe und sind bemiiht, 
hierdurch Einblick in die EiweiBkonstitution zu gewinnen. Der eine von 
uns [T.(1)] vertritt die Ansicht, dali fiir die erste Welle dieser Doppel- 
stufe teils die typische Verbindung der Aminosiiuren untereinander, teils 
die Verbindung mehrerer Aminosiiturekomplexe zu gréBeren Molekiil- 
anteilen verantwortlich zu machen ist. Der zweite Teil der Protein- 
doppelstufe ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit durch den Cystingehalt 
des EiweiBes bedingt. 

Wir haben zwei Wege zur Aufkliirung beschritten. Durch Modell- 
versuche an bekannten chemischen Substanzen sind wir bemiiht, der 
Deutung niher zu kommen, woriiber wir in Kiirze berichten werden. 
In dieser Arbeit haben wir den peptischen und tryptischen Abbau eines 
kristallisierten EiweiBkOrpers (Insulin) in den einzelnen Phasen der fer- 
mentativen Einwirkung polarographisch verfolgt, um aus den typischen 
Formveranderungen der Proteindoppelstufe etwas iiber den Spaltungs- 
mnechanismus und tiber die Spaltungsprodukte aussagen zu kénnen. 

Im Schrifttum sind nur wenige Arbeiten bekannt geworden, die sich 
eingehend mit dieser Frage befassen. Brdiéka (2) hat als erster festge- 
stellt, da sich SerumeiweifS unter der peptischen Verdauung in der 
polarographischen Untersuchung deutlich verindert. Die Protein- 
Yoppelstufe richtet sich allmiihlich auf. Sie wird viel héher, wobei be- 
sonders der zweite Teil der Stufe eine sehr starke Erhéhung erfihrt, und 
strebt einem Grenzwert zu. DaB es sich bei dieser Verinderung um 
einen FermentprozeB handelt, wurde dadurch nachgewiesen, daB durch 
Hitze zerstértes Pepsin keinerlei Kurveninderung bedingt. Diesen 
Effekt hat Brdiéka (3) bei der von ihm ausgearbeiteten Krebsreaktion 
benutzt. Die peptische Spaltung wurde auch noch auf eine andere Art 
untersucht. Anstatt der Zustandsiinderung des GesamteiweiBes wurde 
der Zuwachs der bei der Verdauung entstehenden Abbauprodukte po- 
larographisch bestimmt (4). Hierzu wurden die EiweiBstoffe vorher 
mnittels Sulfosalicylsiure gefiillt und abgetrennt. Die Proteindoppel- 
stufe verschwindet unter Aufrichtung mehr und mehr und bildet sich zu 
einem breitgipfeligen Maximum um. Zusammen mit Geiger (1) S. 218 
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fand Tropp bei der tryptischen Verdauung (Trypsin, Papain) von Fibri- 
nogen, da sich unter der Fermenteinwirkung die Proteindoppelstufe 
streckt, abflacht und die erste Welle der Doppelstufe praktisch ver- 
schwindet. 

Tropp 5) zeigte in einer friiheren Arbeit, daB sich Insulin unter der 
Einwirkung von Pepsin vollig anders verhalt als Serumeiweifkérper. 
Wihrend sich bei diesen die polarographische Doppelstufe unter Pepsin- 
einwirkung aufrichtet, bricht der zweite Teil der Proteindoppelstufe beim 
Insulin unter den gleichen Bedingungen zusammen. Aus diesem direkt 
gegensiitzlichen Verhalten der beiden EiweiSkérper mu geschlossen 
werden, daB bei den SerumeiweiBkérpern durch die Pepsineinwirkung 
vermehrt cystinhaltige Gruppen polarographisch schreibbar werden, 
also das Eiwei8molekiil durch den FermenteinfluB aufgelockert wird, 
wiihrend diese Gruppen beim Insulin auBerordentlich empfindlich gegen 
peptische Verdauung sind und entweder zerstért oder inaktiviert werden. 
Dieses polarographische Verhalten des Insulins im peptischen Ver- 
dauungsversuch entspricht. durchaus dem biologischem Wirksamkeits- 
verlust, der bereits bekannt ist. 

In dieser Arbeit wurde der Einflu& der peptischen und tryptischen 
Verdauung auf krist. Insulin ,,Bayer“ (1 mg = 22 IE) untersucht. Wir 
haben Insulin gewahlt, weil uns dieser EiweiBko6rper leicht in krist. Form 
zugiingig ist, und weil Voruntersuchungen (siehe oben) bereits vorlagen. 


Experimenteller Teil 


1, Peptische Verdauung: Das polarographische Verhalten des 
Pepsins allein wurde von Tropp, Geiger und Stoye (6) untersucht. 
Pepsin zeigt im Verdiinnungsversuch in einer Konzentration von 0,3 bis 
0,07 g°,, daB die Schreibbarkeit der Wirkgruppe, die h, und h, der 
Proteinstufe bestimmen, in gleichem Mabe abnimmt,der EiweiBquotient (7) 
P also in der ganzen Verdiinnungsreihe gleichbleibt. Bei der polarogra- 
phischen Untersuchung des Systems Insulin/Pepsin war zu erwarten, 
daB das polarographische Kurvenbild des Pepsins mit dem des Insulins 
interferieren wiicde. In Voruntersuchungen wurde deshalb festgestellt, 
ob es nicht méglich ist, noch mit Pepsinmengen einen sicheren Spaltungs- 
effekt des insulins zu erzwingen, die selbst polarographisch nicht mehr 
schreibbar sind. Dies gelingt in der Tat. 

Versuchsanordnung: Zum Fermentansatz wurden 1ccm_ Insulin 
.,Bayer’* (= 20/22 mg krist. Insulin) mit 1 ccm einer 1,25 %igen Pepsinlésung 
in n/100 Salzsiure und 4 ccm Wasser versetzt. Diese Fermentlésung wurde fiir 
den Fermentversuch entweder bei Zimmertemperatur oder im Thermostaten bei 
37° stehen gelassen und erst zur polarographischen Untersuchung kurz vor dem 
Schreiben mit 4 ccm Kobaltgrundlésung (1 ccm n/NH,Cl, 2cem 1,6 x 10-2 m 
Kobaltochlorid, 1 com n/NH,OH) vermischt. Bei einer gréBeren Untersuchungs- 
reihe wurde ein Mehrfaches dieses Fermentgemisches angesetzt. 

In Abb. 1 ist ein peptischer Verdauungsversuch bei Zimmertempera- 
tur wiedergegeben (Mengenverhiltnis: 1 mg Insulin: 13,75 mg Pepsin). 
Kurve 1 zeigt die typische Proteindoppelstufe des Insulins. Bei der 
4* 
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Abb. 1. In 10 ccm Cobalt-Puffergemisch-Grundiéeung sind enthalten: 
1 ccm Insulin ,.Bayer“ (20/22 mg) und 1 ccm einer 1,25%jgen Pepsinlésung (1,25 mg). Versuche bei 20°. 
Kurve 1 Insulinkontrolikurve. Kurve 2 Pepsinkontroilkurve. Kurve 3 Insulin + Pepsin sofort polaro- 
graphiert Kurven 4—9 ebenso nach 5. 15, 20, 45, 55, 120 Min. 


Kurve 2, die die Kontrollkurve fiir die verwendete Menge Pepsin dar- 
stellt, werden jegliche Andeutungen einer Proteindoppelstufe vermiBt. 
Kurve 3 wurde sofort nach dem Zusammenschiitten von Insulin und 
Pepsin geschrieben und weist bereits eine deutliche Veranderung gegen- 
iiber der reinen Insulinkurve auf. Die erste Stufe ist etwas abgeflacht, 
befindet sich jedoch noch in gleicher Héhe, wihrend die zweite Stufe 
deutlich niedriger ist und eine tiefere Sattelbildung angenommen hat. 
Die nachfolgenden Kurven, die in gréBeren Zeitabstinden geschrieben 
wurden, zeigen eindrucksvoll die Veranderung, die die urspriingliche 
Insulindoppelstufe unter dem Einflu8 des Pepsins erleidet. Wahrend 
die erste Stufe sich nur sehr wenig im Laufe des ganzen Zeitversuches 
und zwar maximal um 9mm erniedrigt, sinkt die zweite Stufe immer mehr 
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Abb. 2. Die gleichen Versuche bei 37°. 
Kurve 1, Kurve 2 und Kurve 3 wie bei Abb. 1. Kurven 4—6 nach 5, 20 und 120 Min. 
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zusammen und flacht stark ab, um nach zwei Stunden nur noch eben 
angedeutet zu sein. 

In Abb. 2 ist der gleiche Fermentversuch bei 37° dargestellt. Hier 
fallt auf, daB im Sofortversuch (Kurve 3) der Zusammenbruch der 
zweiten Proteinstufe schon sehr ausgesprochen in Erscheinung tritt, und 
in Kurve 4 — bereits nach 5 Minuten — der polarographisch nachweis- 
bare Endspaltungszustand erreicht wurde, denn die nachfolgenden 
Kurven zeigen praktisch keine nennenswerten Veranderungen mehr. 
Die beiden Endkurven nach 2 Stunden (Abb. 1 Kurve 9 und Abb. 2 
Kurve 6) sind praktisch gleich. 

Nach zweistiindiger Verdauung wurde ein Teil dieses Ansatzes jeweils in 
einer geometrischen Verdiinnungsreihe weiter untersucht. Dabei konnten in 
keinem Fall irgendwelche Hinweise dafiir gewonnen werden, da8 die urspriing- 
liche Eiwei8struktur noch vorhanden ist. 

Bei der Einwirkung verschiedener Pepsinmengen auf 1 mg Insulin wurde 
festgestellt, daB 7,4 mg Pepsin bei Zimmertemperatur die Menge ist, bei der nach 
einem einstiindigen Verdauungsversuch gerade eben ein Absinken der zweiten 
Proteinstufe sichtbar wird, wahrend 13,7 mg Pepsin unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen ausreichend ’sind, um den polarographisch nachweisbaren, pepti- 
schen Endspaltungszustand zu erreichen. Bei 37° wird sehr viel weniger Pepsin 
benétigt. Die entsprechenden Werte sind 1,7 mg und 3,4 mg. 

2. Tryptische Verdauung. Ahnlich wie bei der peptischen Ver- 
dauung wurde auch bei der tryptischen zuerst die voll wirksame Menge 
Trypsin festgestellt und gepriift, ob diese ebenfalls bei der polarographi- 
schen Untersuchung keine Proteindoppelstufe ergibt. Dies ist auch fiir 
Trypsin der Fall. Trypsin allein verhalt sich im geometrischen Ver- 
diinnungsversuch vollig anders als Pepsin. Wiahrend der EiweiBquotient 
P beim Pepsin gleich bleibt, wie wir gesehen haben, sinkt er bei Trypsin 
steil ab (Tropp, Geiger, Stoye, l.c.), d. h. die zweite Proteinstufe 
erniedrigt sich bei fortschreitender Verdauung stirker als die erste Pro- 
teinstufe. Hierdurch ist Pepsin von Trypsin polarographisch unter- 
schieden. 

Versuchsanordnung: Zu 1 ccm Insulin ,,Bayer“ wurde 1 ccm 0,063%igen 
Trypsinlésung zugesetzt. Da sich Insulin in sauerer Lésung befindet, wurden 
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Abb. 3. In 10 ccm Cobalt-Puffergemisch-Grundlésung sind enthalten: 
1 ccm Insulir, Bayer“ (20/22 mg) und 1 ccm einer 0,125%igen Trypsinlésung (1,25 mg). Versuche bei 87°. 
Kurve 1 Insulinkontrolle. Kurve 2 Trypsinkontrolle. Kurve 3 Insulin + Trypsin sofort polarographiert. 
Kurve 4—10 nach 5, 10, 20, 40, 60, 120 und 240 Min. 
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weiterhin 0,1 com 1/10 NaOH und 0.4 com NaHCO, 5°, ig zugegeben, wodurch 
py 9.0 erreicht wurde. Dazu wurden noch 3.5 ccm H,O zugefiigt, so daB der ge 
samte Fermentansatz 6cem betrug. Diese Menge wurde nach Ablauf des Fer 
mentprozesses zu 4cem Kobaltgrundiésung zum Endvolumen von 10 cem er 
ganzt und polarographiert. Fiir groBere Untersuchungsreihen wurde von Anfang 
an ein Mehrfaches dieses Ansatzes hergestellt. 

In einem Vorversuch stellten wir fest, daB sich das Insulin wahrend zweier 
Stunden in dem alkalischen Milieu von py 9 polarographisch nicht verandert 
hatte. 

In Abb. 3 ist ein tryptischer Verdauungsversuch des Insulins bei 37° 
wiedergegeben. Wiihrend Kurve | wiederum die typische Doppelwelle 
des Insulins allein zeigt, ist in Kurve 2 das polarographische Bild der 
angewandten Trypsinmenge wiedergegeben, das keinerlei Zeichen einer 
EiweiBdoppelstufe aufweist. Das schon ziemlich deutlich ausgepriigte 
Maximum beweist, das die EiweiBmengen sehr gering sind. In den nach- 
folgenden Kurven sind die Veriinderungen, die das Insulin unter det 
tryptischen Verdauung erfahrt, sehr eindrucksvoll zu sehen. Die zweite 
Stufe erniedrigt sich im Laufe von 20 Minuten sehr deutlich. Der ur- 
spriinglich scharf ausgeprigte Sattel verschwindet. Die jetzt flach ge- 
wolbte zweite Stufe zeigt eine beginnende Streckung nach oben, die sich 
bei langerer Verdauung noch verstirkt und so flach wird, daB nach zwei 
Stunden der Chergang der zweiten Stufe in die Endabscheidung des Am. 
moniaks nicht mehr eindeutig zu erkennen ist. Die erste Stufe zeigt eine 
zunehmende Erniedrigung, die einem Endwert zustrebt, und bereits von 
einer Stunde an keine wesentliche Verinderung mehr aufweist. Det 
Fermentansatz wurde nach vier Stunden in geometrischer Verdiinnungs- 
reihe weiter untersucht, wobei wie beim Pepsin festgestellt wurde, daB die 
urspriingliche EiweiBstufe véllig zerstért ist. Das geht auch noch daraus 
hervor, daB der EiweiBquotient P immer gréBer als | bleibt, waihrend er 
beim intakten Insulin bei starkeren Verdiinnuugen stets unter I sinkt. 

Vergleicht man in weiteren peptischen und tryptischen Unter- 
suchungsreihen die Stufenhéhen der im Sofortversuch geschriebenen 
Polarogramme mit denen der Insulinvergleichskurven, so laBt sich er- 
sehen, da® ihre h, und h, Werte win so tiefer als die des intakten Insulins 
legen, je groBer die angewandte Fermentmenge ist. Diejenigen Ferment- 
mengen, die sich in threr Gré6Bbe den Mengen nihern, die innerhalb de: 
Versuchszeit nicht mehr imstande sind, den polarographisch darstell- 
baren Endspaltungszustand herbeizufiihren, bewirken nur eine unwesent- 
liche Stufeherniedrigung im: Sofortversuch. 

3. Peptische mit anschlieBender trvptixchen Verdauung: 
Wie schon bei der Pepsinverdauung beschrieben, wurde vich diesmal In- 
sulin zwei Stunden peptisch verdaut, dann das Fermentgemisch auf 
py 9 abgestimmt und abermals bis zu vier Stunden tryptisch nachver- 
daut. Ex zeigte sich, daB sich unter dem EinfluB der tryptischen Ver- 
dauung die zweite Proteinstufe, die wie bereits berichtet — durch die 
Pepsinwirkung vollig verschwindet, wieder schwach ausgeprigt als flach: 
gestreckte Kurve erscheint, die mit zunehmender Verdauung immer 
hoher steigt, um dann nicht mehr unterscheidbar in die Endammoniak- 
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abscheidung iiberzugehen. Die erste Stufe erleidet durch die ange- 
schlossene tryptische Verdauung nur eine geringe Erniedrigung um 
9mm, wie wir das schon bei der rein tryptischen Verdauung dargestellt 
haben. Aus diesen Untersuchungen ergibt sich also, dai die peptische mit 
anschlieBender tryptischen Verdauung zu dem gleichen polarographisch 
nachweisbaren Endzustand fiihrt, wie die tryptische Verdauung allein. 

Besprechung der Ergebnisse: Insulin hat sich uns als beson- 
ders geeignet erwiesen, um die peptische und tryptische Verdauung 
polarographisch zu verfolgen. Es ist als ein biologisch hochwirksamer 
Stoff gegen die fermentativen Einfliisse in hohem Grade empfindlich 
und zeigt wie jeder andere polarographisch schreibbare EiweiBk6rper in 
entsprechender Verdiinnung die fiir die Proteine charakteristische 
Doppelstufe. Da seine spezifische Hormonwirkung bei der peptischen 
Verdauung auBerordentlich schnell verloren geht, war es reizvoll, diesen 
ProzeB polarographisch zu verfolgen. Da die fermentative Proteolyse 
zur Absprengung von EiweiBbruchstiicken und dadurch zu einer grund- 
legenden Verinderung — wenn nicht gar Auflésung — des Molekiilver- 
bandes fiihrt, miiBte es méglich sein, diese Fermentprozesse an der Pro- 
teindoppelstufe aufzuweisen und zu analysieren. 

Alle bisher untersuchten anderen EiweiBkérper [Serum, Albumin, 
Globulin, Fibrinogen (8)] zeigen bei der fermentativen Verdauung ein 
gleichsinniges Verhalten. Der Grundtyp der Proteindoppelstufe bleibt 
erhalten, nur richtet sich die zweite Stufe mehr oder minder stark auf. 
Beim Insulin ist dieses Verhalten véllig entgegengesetzt. Bei der pep- 
tischen Verdauung tritt bei einem Verhiiltnis von Insulin zu Pepsin wie 
1 : 3,4 bei 37° sofort eine sehr starke Kurvenverinderung auf, indem sich 
die zweite Stufe wesentlich erniédrigt und mit der ersten Stufe, die eben- 
falls etwas absinkt, eine eindeutige Kurvenveriinderung zeigt. Auch bei 
Zimmertemperatur ist diese Veriinderung sofort nachweisbar, wenn auch 
nicht in so starkem MaBe. Bei 37° ist der véllige Zusammenbruch der 
zweiten Stufe bis zum Niveau der ersten schon nach 10 Minuten voll- 
stiindig erreicht. Bei Fortsetzung der Verdauung bis zu 4 Stunden tritt 
keine wesentliche Verinderung mehr auf. Da Insulin gegen peptische 
Verdauung, wie wir bereits erwihnt haben, sehr empfindlich ist und 
seine biologische Wirksamkeit verliert, nehmen wir an, daB durch den 
Zusammenbruch der zweiten Proteinstufe die spezifischen Hormonwirk- 
gruppen entweder abgespalten oder blockiert sind oder umgekehrt, da’ 
das spezifische Wirkungspotential auf das Engste mit der zweiten Stufe 
der Proteindoppelwelle zusammenhiingt. Da Tropp (5) die zweite Stufe 
mit dem Cystingehalt des Insulins in Beziehung setzt, kann angenommen 
werden, daB gerade die Cystingruppen durch die peptische Einwirkung 
abgesprengt oder inaktiviert werden. Freudenberg und seine Mit- 
arbeiter (8) haben gerade die Bedeutung der Cystingruppen fiir die Wirk- 
samkeit des Insulins eingehend untersucht und herausgestellt. 

Die auBerordentlich schnelle Verinderung der Proteindoppelstufe 
des Insulins unter dem Einflu8 des Pepsins legt es nahe, daran zu denken, 
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daB sich das Ferment an der spezifischen Wirkstelle seines Substrates 
zuerst anlagert und dieser Vorgang bereits zur typischen Veranderung 
der Proteindoppelstufe fiihrt. Biologische Untersuchungen zur Klarung 
dieser Frage sind in Aussicht genommen. 

Die Einwirkung des Trypsins auf das Insulin ist eine* ganz andere. 
Trypsin ist in geringerer Menge wirksam. Das Verhaltnis von Insulin zu 
Trypsin betragt 1 : 1,5 (37°). Wahrend bei Pepsin nach 10 Minuten prak- 
tisch der polarographisch nachweisbare Endzustand erreicht ist, und als 
hervorstechendes Merkmal der Zusammenbruch der zweiten Proteinstufe 
bis auf das Niveau der ersten Stufe nachweisbar ist, fiihrt Trypsin auch 
sehr schnell zu einer Erniedrigung der zweiten Stufe, ohne jedoch einen 
volligen Zusammenbruch erwirken zu kénnen. Die Doppelstufe bleibt 
immer nachweisbar. Sie ist uach 20 Minuten bei 37° am niedrigsten. Von 
diesem Zeitpunkt an tritt in zunehmenden MaBe wieder eine flache Auf- 
richtung dieser Stufe ein, die sich bereits nach 90 Minuten nicht mehr von 
der Ammoniakabscheidungskurve trennen 1aBt. 
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Abb.4. —— Knurvenverlauf der tryptischen Verdauung bei 37° 


ey Kurvenverlauf bei peptischer Verdauung bei 37° 


In Abb. 4 ist nochmals das Verhalten von Pepsin und Trypsin auf 
Insulin in einem Diagramm anschaulich gemacht. Die Proteindoppel- 
stufe bricht unter peptischer Einwirkung bereits nach 5 Minuten zu einer 
Stufe zusammen, wahrend die Doppelstufe im Verlauf des ganzen tryp- 
tischen Verdauungsversuches erhalten bleibt. Es ist auffillig, daB die 
erste Stufe sowohl bei der peptischen als auch bei der tryptischen Ver- 
dauung die gleiche Senkung in der gleichen Zeit erleidet. Die beiden 
Kurven sind praktisch gleichlaufend. Sowohl die peptische als auch die 
tryptische Verdauung des Insulins finden ihre markanteste Auspragung in 
dem verschiedenen Verhalten der zweiten Welle der Proteindoppelstufe. 

Die peptische mit anschlieBender tryptischen Verdauung fiihrt zu 
dem polarographisch nachweisbar gleichen Endzustand wie die tryp- 
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tische Verdauung allein. Die Untersuchungen zeigen eindeutig, daB die 
peptische Einwirkung auf das Insulin gegeniiber der tryptischen véllig 
verschieden ist. 

Dies kommt auch noch in den geometrischen Verdiinnungsver- 
suchen zum Ausdruck, die an die fermentative Verdauung angeschlossen 
wurden. Wahrend die Menge Insulin, die, allein im Kontrollversuch 
einen Eiwei8quotienten von P = 1,57 und in der doppelten Verdiinnung 
einen solchen von 1,16 ergibt, 1aBt sich der EiweiBquotient P bei der 
gleichen Insulinmenge nach der peptisch-fermentativen Verdauung im 
Verdiinnungsversuch nicht mehr berechnen, da nur noch die erste Stufe 
mit einem breiten Gipfel nachweisbar ist, und die zweite Stufe in der 
ganzen Verdiinnungsreihe nicht mehr in Erscheinung tritt. Anders ist 
es bei der tryptischen Verdauung. Wahrend P beim unveranderten In- 
sulin nach der doppelten bist: 1,16 betragt, ist P nach der tryp- 
tischen Verdauung 2,11. 

Wir sind damit beschaftigt, die Endprodukte der fermentativen 
Spaltung von Insulin polarographisch zu untersuchen, um dadurch 
festzustellen, welche EiweiBbruchstiicke die nach der peptischen Ver- 
dauung nachweisbare typische erste Proteinstufe ergeben. 


Zusammenfassung 


. KristallisiertesInsulin,, Bayer“wurde peptisch und tryptisch verdaut. 
. Bereitsnach 5Minuten zeigt sich sowohl bei der peptischen als auch bei 
der tryptischen Verdauung (37°) eine typische Kurvenveranderung, 
3. Die peptische Verdauung hat bereits nach 10 Minuten (37°) ihren 
polarographisch nachweisbaren Endzustand erreicht, indem die 
zweite Stufe véllig verschwindet und auch im Verdiinnungsversuch 
nicht mehr in Erscheinung tritt, wahrend sich die erste Stufe nur 
verhaltnismaBig wenig senkt. 

4. Bei der tryptischen Verdauung erniedrigt sich die zweite Stufe 
deutlich im Laufe von 20 Minuten, bricht aber niemals vdllig zu- 
sammen, sondern streckt sich im weiteren Verdauungsversuch 
wiederum sehr stark, um ohne klare Stufenbildung in die Am- 
moniakendabscheidung iiberzugehen. Im Verdiinnungsversuch 
bleibt nach der tryptischen Verdauung die zweite Stufe nachweisbar. 

5. Die peptische mit anschlieBender tryptischen Verdauung fiihrt zum 

gleichen polarographisch nachweisbaren Endzustand wie die tryp- 

tische allein. 
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Beitrag zur Verteilung und Wirkung des Colchicins 
im Tierkérper 
Von 
Hans Lettré und Marietta Lutze') 


(Aus dem Allgemeinen Institut gegen die Geschwulstkrankheiten im 
Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Marz 1944) 


Das Alkaloid der HerbStzeitlosen, das Colchicin, hat friiher thera- 
peutische Verwendung nur als Gichtmittel gefunden, ohne daB diese 
Wirkung bisher in ihrem Mechanismus geklart werden konnte. Nach 
der Feststellung der Mitosegiftwirkung des Colchicins durch Dustin?*) 
hat dieser Stoff neues Interesse erlangt, weil man an seine Verwendung 
in der Therapie der Tumoren denken kann. Mit Colchicin und von 
Lettré dargestellten Colchicinderivaten haben H. Cramer und H. Bro- 
dersen*) klinische Untersuchungen iiber die lokale Anwendung bei 
aiuBeren Tumoren durchgefiihrt und starke Wachstumshemmungen 
festgestellt, die bis zum vélligen Verschwinden der Tumoren: fiihren 
kénnen. Es ist ein medizinisches Problem, das Indikationsgebiet fiir 
diese Stoffe zu bestimmen und zu priifen, ob sie vor anderen therapeu- 
tischen Mitteln Vorteile besitzen. Dem Colchicin kommt damit aber 
erneute Bedeutung zu und es erschien daher von Interesse, Kenntnisse 
iiber die Verteilung des Colchicins im Tierkérper und iiber den Weg 
der Ausscheidung zu bekommen. 


Da Colchicin sehr giftig ist und man es kleinen Laboratoriumstieren 
nur in Dosen in der GréBenordnung von 100 y zufiihren kann, mu8 
die Nachweismethode sehr empfindlich sein und Bruchteile von 1 y 
festzustellen gestatten. Die bisher bekannten Farbreaktionen auf Col- 
chicin erfiillen diese Anforderung nicht. Wir sind daher von der wich- 
tigsten biologischen Eigenschaft des Colchicins, seiner Mitosegiftwir- 
kung, aysgegangen, durch welche man an der Gewebekultur noch 
0,01 —0,04 y/eem nachweisen kann. Praktisch wurde die Untersuchung 
so durchgefiihrt, daB die Organe eines Tieres, das Colchicin erhalten 
hatte, nach seinem Tode oder seiner Tétung zu bestimmter Zeit mit 
dem mehrfachen Gewicht an wasserfreiem Natriumsulfat zu einem 
trockenen Pulver verrieben wurden und dieses 24 Stunden mit iiber- 


1) Auszug aus der Dissertation M. Lutze, Medizinische Fakultat, Berlin 
1943. 

2) Dustin, Bull. Acad. Méd. Belg., Brux. 14, 487 (1934). 

3) H. Brodersen, Strahlentherapie 73, 196 (1948). 
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schiissigem Chloroform stehen gelassen wurde. [n Chloroform ist Col- 
chicin leicht léslich. Der Chloroformauszug wurde durch Filtration 
von dem festen Produkt getrennt, dieses mit Chloroform ausgewaschen 
und das Chloroform abgedampft. Der Riickstand des Chloroformauszugs 
wurde dann auf dem Wasserbade mit sterilisierter Ringerlésung er- 
wirmt und die Lésung in sterilisierte Réhrchen filtriert. Colchicin ist 
an sich in kaltem Wasser leichter léslich als in warmem, jedoch ist die 
Erwirmung notwendig, um den Chloroformriickstand zu erweichen 
und um so die Extraktior zu erleichtern. Je nach der GréBe des ver- 
wendeten Organs wurden die Mengen Ringerlésung zwischen 2 und 
25 cem variiert. Die Extraktion unter diesen Bedingungen wird nicht 
quantitativ sein, jedoch haben wir unter Kinhaltung dieser Vorschrift 
reproduzierbare und vergleichbare Resultate erhalten. Die gréBte Ge- 
fahr besteht darin, daB bei der Herstellung des wiiBrigen Extraktes 
eine Infektion der Lésung vorkommen kann, welche die Priifung an 
der Gewebekultur unméglich macht, da in dem Kulturmedium Bak- 
terien die Gewebe iiberwuchern. Bei unseren im folgenden beschriebenen 
Versuchen haben wir jedoch nur einmal eine solche Stoérung gehabt. 
Die quantitative Gehaltsbestimmung einer Lésung kann mit dieser 
Methode nur angenihert durchgefiihrt werden, entweder, indem man 
den Grad der Wirkung der Lésung beurteilt, was jedoch nur dem Ge- 
iibten méglich ist, oder indem man durch Herstellung von Verdiinnungen 
der Staminlésung feststellt, bei welcher Verdiinnung die Mitosegift- 
wirkung nicht mehr zu beobachten ist. 

Um die Brauchbarkeit der Methode zu priifen, wurden zuniichst folgende 
Versuche angestellt. Ein Meerschweinchen von 220g erhielt intraperitoneal 
240 y Colchicin. so daB auf 1 g Tier rund | y Colchicin kam. Das Tier starb 
nach 3 Stunden. Es wurde vom Fellkleid befreit und im Fleischwolf zerkleinert. 
Das zermahlene Produkt wurde wie oben beschrieben verarbeitet und ein wab- 
riger Auszug mit 25ccm Ringerlésung hergestellt. Diese Lésung zeigte an Hiihner- 
herzfibroblasten eine starke Mitosegiftwirkung und konnte im Verhiltnis | : 100 
verdiinnt werden, bis die Grenze der Wirkung erreicht war. In unserem Test- 
verfahren wird die Lésung durch Zusatz von einem Teil Plasma und einem 
Teil Embryonalextrakt auf '/,; verdiinnt. Die Grenzwirkung sei zu 0,02 y/cem 
angenommen, fiir die Lésung wire die Konzentration dann 0.06 y/eem. Die bei 
der Extraktion erhaltene Lésung wiirde das 100fache = 6 y/cem enthalten in 
den 25 ccm also 150 y statt der 240 y injizierten Colchicins. Da die Grenzkon- 
zentration der Wirkung schwankend ist und auch die Extraktion nicht quanti- 
tativ verlauft, soll diesen Zahlen kein absoluter Wert beigemessen werden etwa 
fiir die Beurteilung, ob das Defizit im Organismus zerstért wurde oder aus- 
geschieden ist. 

In einem anderen Versuch wurde ein Meerschweinchen von 250g mit, 
250 y Colchicin intraperitoneal gespritzt (1 y pro 1 g Tier). Das Tier wurde nach 
4 Stunden in Athernarkose durch Herzpunktion entblutet und das Serum an der 
Gewebekultur ausgetestet. Das unverdiinnte Serum rief einen Mitosestop her- 
vor, nach Verdiinnung mit Ringerlésung auf */, war gerade noch eine Wirkung 
zu erkennen, nach Verdiinnung auf !/, kein Unterschied gegeniiber der Kontroll- 
kultur mehr festzustellen. Der Blutkuchen wurde mit destilliertem Wasser 
himolysiert, die Lésung mit Chloroform ausgeschiittelt und die Chloroform- 
lésung wie oben verarbeitet. Mit dem waBrigen Auszug wurde deutlicher Mito- 
tosestop an der Gewebekultur festgestellt. 
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Ein Meerschweinchen von 250g erhielt 250 y Colchicin und starb nach 
5 Stunden. Leber und Galle dieses Tieres wurden wie oben verarbeitet, der 
waBrige Extrakt bewirkte starke Mitosehemmung. Bei der Sektion des Tieres 
war es auffallend, daB die Gallenblase prall gefiillt war. In dem nachsten Ver- 
such, in dem ein Meerschweinchen von 200 g 200 y Colchicin erhielt und nach 
6 Stunden starb, konnte die gleiche Beobachtung gemacht werden. Die Gallen- 
blase wurde mit Inhalt wie iiblich aufgearbeitet und an dem waBrigen Extrakt 
eine Mitosegiftwirkung festgestellt. Auch die Harnblase war prall gefiillt, und 
wir konnten durch Punktion den Inhalt entnehmen. Er wurde mit Chloroform 
ausgeschiittelt und aus dem Riickstand der Chloroformlésung ein wiaBriger 
Extrakt mit 1 ccm hergestellt. Diese Lésung zeigte jedoch keine Wirkung an 
der Gewebekultur. 


Diese Versuche zeigen, dafs man aus dem ganzen Tier oder aus 
einzelnen Organen oder Kérperfliissigkeiten injiziertes Colchicin wieder 
extrahieren und nachweisen kann. Die Frage, ob nach dieser Methode 
nicht schon aus normalen Organen Stoffe gleicher Wirkung extrahiert 
werden kénnen, ist nach Kontrollversuchen zum mindesten in quanti- 
tativer Hinsicht zu verneinen. 

Um die Verteilung des Colchicins im Tierkérper festzustellen, haben 
wir verschiedene Organe eines Tieres untersucht. Von mehreren Ver- 
suchen dieser Art sei folgendes Ergebnis beschrieben. Ein Meerschwein- 
chen von 250 g erhielt 250 Colchicin intraperitoneal und starb nach 
9 Stunden. Es zeigten die Extrakte aus 


Darm mit Inhalt: Konzentriert: kein Wachstum der Kultur. 
1/,, verdiinnt: schwaches Wachstum, starke Mitosehemmung. 
Magen (Inhalt): Konz.: deutl. Mitosestop (Mst.). 14/,) verd.: Wirkung 0. 


Leber: Konz.: deutl. Mst. +/,, verd.: schwache Mitosehemmung 
(Mhg.). 2/2) verd.: 0. 

Niere: Konz.: Mst. 1/; verd.: schwacher Mst. 1/,) verd.: 0. 

Milz: Konz.: keine deutiiche Wirkung. 

Hoden: Konz.: schwache Mhg. 1/, verd.: 0. 

Lunge: Konz.: Mst. 1/; verd.: schw. Mst. 1/,) verd.: 0. 

Herz: Konz.: geringe Mitosehemmung. 

Muskeln : Konz.: Mst. 1/, verd.: 0 

Gehirn: Konz.: keine Wirkung. 


Dieser und die ersten Versuche zeigen, daB das injizierte Colchicin 
im Blut und in den inneren Organen zu finden ist. Am gréBten ist die 
Menge in, Leber, Galle, Darm, womit der wesentliche Ausscheidungs- 
weg des Colchicins angegeben ist. In der Niere war Colchicin zu finden, 
wiahrend der Inhalt der Harnblase keine nachweisbaren Mengen ent- 
hielt. Der Gehalt der Niere ist von der gleichen GréBenordnung wie 
der der Lunge, so daB er durch die Durchblutung erklart werden kann 
und nicht notwendigerweise einen Ausscheidungsweg anzeigt. Die Aus- 
scheidung durch den Harn ist sicher geringer als durch den Darm. 
Auch durch die Magenschleimhaut erfolgt eine Ausscheidung des Col- 
chicins, worin es dem Morphium ahnelt. Wie in diesem Versuch war 
auch in anderen mit tédlichen Dosen kein, Colchicin im Gehirn nach- 
zuweisen. 
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Fiir die Untersuchung der zeitlichen Ausscheidung des Colchicins 
haben wir Mause verwendet, um an gr6Berer Tierzahl arbeiten zu kénnen 
und uns hier auf die Priifung der Leber- und Darm-Extrakte beschrankt, 
da diese Organe nach den Erfahrungen bei den Meerschweinchen die 
gréBten Mengen enthalten. In der Tabelle I sind die Ergebnisse an 
Mausen dargestellt, die alle 105 y Colchicin intraperitoneal erhielten. 
Diese Menge iibersteigt die tédliche Dosis, jedoch tritt der Tod so lang- 
sam ein, daB man innerhalb 24 Stunden mit dieser Dosis arbeiten kann. 
Es zeigt sich, daB man nach 16 Stunden in der Leber kein Colchicin 
mehr findet, wihrend der Nachweis noch nach 24 Stunden méglich 
ist. In einer Wiederholung des Versuchs wurde nach 16 Stunden in der 
Leber noch eine schwache Wirkung festgestellt, so daB diese Zeit die 
Grenze darzustellen scheint. 








Tabelle I 
Gewicht nach Stunden Resultat an der Gewebekultur 

18,0 1 Leber: starker Mst. Darm: starker Mst. 
22,4 2 Leber: konz.: Mst. 1/,) verd.: 0 

Darm: konz.: Mst. 1/,) verd.: Mst. 
20,0 4 Leber: Mst. Darm: Mst. 
23,4 8 Leber: Mst. Darm: Mst. 
20,0 16 Leber: 0. Darm: schwacher Mst. 
18,7 24 Leber: 0. Darm: Mst. 


In einem weiteren Versuch wurden Miiusen absteigende Mengen 
Colchicin gespritzt, die Tiere aber alle zur gleichen Zeit nach 5 Stunden 
getétet. In Tabelle II sind die Ergebnisse zusammengestellt, die an dem 
Extrakt der Leber der Tiere erhalten wurden. Nach dieser Versuchs- 
reihe 1aBt sich bei einer Menge von 45 y nach 5 Stunden in der Leber 
der Maus noch sicher der Nachweis fiihren, bei 30 y ist die Grenze des 
Nachweises erreicht. 








Tabelle II 
Gewicht y Colchicin Resultat an der Gewebekultur 
17,8 120 konz.: Mst. 4/,) verd.: Mst. 
16,2 90 konz.: Mst. 1/,, verd.: schwacher Mst. 
14,2 60 konz.: Mst. 4/,, verd.: schwacher Mst. 
13,6 45 konz.: Mst. 1/,) verd.: 0. 
12,4 30 konz.: schwacher Mst. 1/,) verd.: 0 


Die Bestimmung dieser Ausscheidungsgeschwindigkeit interessiert 
fiir die Beurteilung der Wirkungsdauer des Colchicins bei der Beein- 
flussung des Mause-Ascites-Tumors‘). Die in diesen Versuchen an- 
gewendeten 10 und 20 Colchicin, alle 24 Stunden gegeben, miiBten 


*) Lettré, H. 268, 59 (1941). 
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zu diesem Zeitpunkt schon wieder ausgeschieden sein. Eine Kumulation 
der Wirkung bei fiinftagiger Injektion von je 20 y Colchicin ware ent- 
weder durch eine Riickresorption aus dem Darm zu erklaren, oder aber 
nicht durch eine Kumulation des Giftes selbst, sondern eine Kumulation 
seiner Wirkungen auf die Zellteilungen, die nach den Untersuchungen 
von Dustin?) erst 10 Stunden nach der Injektion ihr Maximum haben 
und in ihren physiologischen Folgereaktionen noch nicht ausgeklungen 
sind, wenn nach 24 Stunden eine neue Injektion erfolgt. Da die phar- 
makologische Analyse der Wirkungen des Colchicins zu einer Zeit aus- 
gefiihrt worden ist, als man von seiner Mitosegiftwirkung noch nichts 
wuBte, ist der Anteil, den diese Wirkung ausmacht, noch nicht klar 
erkannt. Auffallend ist vor allem die Latenzzeit der Wirkung des Col- 
chicins. Nach Dixon und Malden®) hat das Colchicin zwei Angriffs- 
punkte im Organismus, die eine zeitliche Verschiedenartigkeit der 
Wirkungen bedingen. Zuerst tritt eine Erregung der in der Darmwand 
gelegenen, die Peristaltik steigernden nervésen Apparate auf, welche 
die Erscheinung einer Gastroenteritis erzeugt. Sodann stellen sich im 
zweiten Angriffspunkt Wirkungen auf das Zentralnervensystem ein, 
es treten Sensibilitatsstérungen und Verainderungen der Muskelfunktion 
auf und eine aufsteigende Lihmung der im Riickenmark und der Me- 
dulla gelegenen motorischen Zentren fiihrt schlieBlich zum Tod. 

Interessante Analysen der Wirkung des Colchicins fiihrte W. Hausmann®) 
an wachenden und winterschlafenden Fledermiusen durch, wobei er feststellte, 
daB wachende Fledermiuse schon von 0,001 g Colchicin getétet wurden, wihrend 
winterschlafende 0,02 g vertrugen. Die winterschlafenden Fledermause, die 
Colchicin erhalten hatten, lebten in der Kalte weiter, starben aber, wenn sie 
in die Warme gebracht wurden, und zwar nach einer Inkubationszeit, als wire 
ihnen das Gift erst zu dem Zeitpunkt gegeben worden, als sie in die Wairme 
gebracht wurden. Nach Jacoby’) ist das reine Colchicin an Kaltblitern — 
Fréschen — wenig wirksam. Er nimmt an, daB im Organismus des Warmbliiters 
eine Umwandlung des Colchicins in ein starker giftiges Produkt erfolgt, das 
er als ein Oxydationsprodukt, als ein Oxydicolchicin ansieht. Mit aktivem 
Sauerstoff behandeltes Colchicin ist nach Jacoby an Fréschen stiarker giftig, 
zeigt beim Warmbliiter jedoch keine starkere Wirkung und keine Herabsetzung 
der Inkubationszeit. Da beim winterschlafenden Tier der Oxydationsstoffwechsel 
herabgesetzt ist, wiirden die Befunde von Hausmann sich durch eine etwa 
notwendige Umwandlung des Colchicins auch deuten lassen. Jedoch muB8 
daneben auch die Méglichkeit beriicksichtigt werden®), daB dem winterschlafen- 
den Tier die Angriffspunkte fiir die Mitosegiftwirkung des Colchicins, teilungs- 
bereite Zellen, fehlen. Zur Klarlegung der Verhiltnisse wire eine neue pharma- 
kologische Analyse der Giftwirkung des Colchicins unter Berticksichtigung 
seiner Wirkung auf die Zellteilung notwendig. . 

Schon friiher®) hatten wir festgestellt, daB Colchicin auch bei 
Gegenwart von Vitamin C als Mitosegift wirkt. Wir hatten damals 
daraus geschlossen, da8 Vitamin C nicht als Antagonist zu einem Mitose- 


5) Dixon und Malden, J. of Physiol. 37, 50 (1908). 

6) W. Hausmann, Pfliigers Arch. 113, 317 (1906). 

7) Jacoby, Arch. exp. Pathologie und Physiologie 27, 119 (1886). 
_8) Lettré und Fernholz, H. 278, 175 (1943). 

®) Lettré und Albrecht, H. 271, 200 (1941). 








— a wa. .) 











Bd. 281 (1944) Wirkung des Colchicins im Tierkérper 63 


gift wirkt, sondern in dem uns interessierenden Fall des Adrenalins 
nur dessen oxydative Umwandlung zu einem Mitosegift verhindert. 
Wir haben die Versuche mit Colchicin und Vitamin C mit gleichem Er- 
gebnis wiederholt, so daB also fiir die Mitosegiftwirkung eine oxydative 
('mwandlung des Colchicins nicht als eine Notwendigkeit erscheint. 

Um zu priifen, ob durch eine Steigerung der physiologischen Oxy- 
dationsvorginge eine ,,Aufgiftung‘‘ des Colchicins, eine Umwandlung 
in ein giftigeres Produkt, stattfinde, haben wir Untersuchungen an 
Meerschweinchen durchgefiihrt, deren Stoffwechsel durch Gabe von 
thyreotropem Hormon gesteigert war. Aus einer Gruppe von 34 Meer- 
schweinchen im Durchschnittsgewicht von 300 g wurde die Hilfte der 
Tiere an drei Tagen mit je 20 Einheiten Pretiron-Schering behandelt!°). 
Die Wirkung war an den Schilddriisen schon makroskopisch zu er- 
kennen und wurde durch §histologische Untersuchung sichergestellt. 
Zusammen mit unbehandelten Tieren wurden diesen Tieren abgestufte 
Mengen Colchicin intraperitoneal injiziert. Die Ergebnisse sind in Ta- 








belle III zusammengestellt. | = tot; + = iiberlebend. 
Tabelle IIL 

y Colchicin vorbehandelt nicht vorbehandelt 
500 ft nach 8,5 Std. ¢ nach 15 Std. 
450 ¢ nach 12,5 Std. ¢ nach 8,5 Std. 
400 ¢t nach 8 Std.; nach 9 Std. ¢ nach 11 Std.; f nach 10 Std. 
350 ¢ nach 10 Std. + nach 7 Std. 
300 ¢ nach 5,5 Std. ¢ nach 6,5 Std. 
200 ¢ nach 13,5 Std. : ¢ nach 12,5 Std. 
150 7 Tage +; 7 Tage + 7 Tage +; 7 Tage + 
120 7 Tage +; f nach 72 Std. + nach 100 Std.; 7 Tage 
100 f nach 19 Std.; 7 Tage + 7 Tage +; 7 Tage + 
80 + nach 16 Std.; 7 Tage + 7 Tage +; 7 Tage + 
60 ¢ nach 27 Std.; 7 Tage + 7 Tage +; 7 Tage + 








Mit den Dosen iiber 200 y zeigen vorbehandelte und nicht vorbe- 
handelte Tiere keinen Unterschied der Wirkung, die Latenzzeiten 
schwanken bei beiden Gruppen. Mit Dosen von 150 y abwarts haben 
wir insgesamt unter den 10 vorbehandelten Tieren 4 Ausfille, unter den 
10 Kontrolltieren nur 1 Ausfall. Bei den wichtigen Grenzdosen von 
150 und 120 ist das Verhiltnis bei beiden Gruppen das gleiche. Wir 
méchten die Unterschiede nicht im Sinne einer Aufgiftung des Colchicins 
deuten, sondern eher auf eine allgemeine Empfindlichkeitssteigerung 
durch die Vorbehandlung zuriickfiihren; fiir eine eindeutige Steigerung 
der Giftigkeit des Colchicins geben die Versuche keinen Anhalt. 

Wir haben weiter das Serum eines mit Pretiron und Colchicin und 
eines nur mit Colchicin behandelten Tieres an der Gewebekultur ge- 
priift, um eine Abhingigkeit der Mitosegiftwirkung festzustellen. Es 
war kein Unterschied zwischen den Seren vorhanden. 


10) Siehe hierzu Fleischmann und Kann, Biochem. Z. 296, 373 (1938). 
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Die Versuche scheinen ausreichend fiir die Aussage, daB die Mitose- 
giftwirkung des Colchicins von physiologischen Reduktions- und Oxy- 
dationswirkungen unabhangig ist. Ein Oxydicolchicin im Sinne von 
Jacoby ist fiir diese Wirkung nicht anzunehmen. Die Unterschiede 
der Wirkung beim wachenden und winterschlafenden Tiere, beim 
Warm- und Kaltbliiter scheinen in der Deutung noch offen. Die Unter- 
suchungen an mit thyreotropem Hormon vorbehandelten Tieren zeigten 
keinen eindeutigen Effekt der Giftigkeitssteigerung. Dieser Befund ist 
insofern von einigem praktischen Interesse, als Rehn™) eine zusitz- 
liche Behandlung von Krebskranken mit thyreotropem Hormon emp- 
fiehlt, um die Stoffwechselvorginge anzuregen und um postoperativ 
die Gefahr der Metastasierung zu vermindern. Eine Gefahr einer ekla- 
tanten Aufgiftung des Colchicins wiirde bei der Kombination dieser 
Therapie mit der Behandlung auBerer Tumoren mit Colchicin und 
Colchicinderivaten demnach nicht bestehen. 

Dem Direktor des Geschwulstinstitutes, Herrn Prof. Dr. H. Cramer, haben 
wir fiir die Unterstiitzung der Arbeit bestens zu danken. Fraulein Marianne Al- 


brecht danken wir fiir ihre Hilfe bei der Durchfiithrung der Priifungen an der 
Gewebekultur. 


11) Ed. Rehn, Z. Krebsforschung 50, 15 (1940). 
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Uber die Konstitution der Biotine 
39. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe') 


Von 
F. Kégl und W. A. J. Borg 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1944) 


Unsere Arbeiten iiber die Konstitution des «-Biotins, des von uns 
im Jahre 1934 erstmals isolierten Wtichsstoffs*) aus Eigelb, fiihrten uns 


-zu einer Konstitutionsableitung, deren einzelne Schritte durch die nach- 


stehenden Folgerungen gekennzeichnet sind. 

1. «-Biotin ist eine Carbonsaéure der Formel C,,H,,0,N,S, die 
einen Methylester der Zusammensetzung C,,H,,0,N,S liefert*). 

2. Das 3. Sauerstoffatom und die beiden Stickstoffatome liegen in 
einem Harnstoffring vor, wie aus der hydrolytischen Spaltung hervor- 
geht, welche zu einer Diaminosiure der Formel C,H,,0,N,S fiihrt*). 

3. Das Schwefelatom ist in einer Thioithergruppe enthalten; 
dies ergibt sich u. a. aus der Oxydation zu dem um zwei O-Atome reiche- 
ren Biotin-sulfon*) 5). 

4. Das Schwefelatom ist ein Ringglied; dies folgt aus der hy- 
drolytischen Spaltung des Biotin-sulfons, bei der eine Sulfonsaure-car- 


‘bonsaure der Formel CyH..0;N,S entsteht*). 


5. Aus dem Sattigungsgrad ergibt sich, daB o Biotin von einem 
bicyclischen System abgeleitet ist‘) 5). 

6. Nach dem Verhalten beim hydrolytischen Ab. 1 ist es auszu- 
schlieBen, daB die Harnstoffgruppierung und der Schw ‘el Glieder des 
gleichen Ringes sind‘). 

7. Durch stufenweisen oxydativen Abbau der C,-Diaminosiure ent- 
steht eine Sulfo-capronsiaure, die bei der Alkalischmelze «, - Dimethy]- 
buttersaure liefert. Bei der Sulfosiure handelt es sich um «-Isopro- 
pyl-8-sulfo-propionsaure, wie durch den Vergleich mit der syn- 
thetisch erhaltenen (optisch aktiven) Verbindung feststeht. «-Biotin 
besitzt somit eine Isopropyl-Gruppe’) ’). 

8. Weiterhin ist aus dem Abbau zu folgern: Der Schwefel gehért 
einem Tetrahydro-thiophen-Ring an’); 


1) 38. Mitt., Diese Z. 280, 167 (1944). 

2) Ber. chem. Ges. 68, A, 16 (1935). 

8) Naturw. 25, 466 (1937). 

4) F. Kégl u. L. Pons, Diese Z. 269, 61 (1941). 

5) F. Kégl u. Th. J.de Man, Diese Z. 269, 81 (1941). 

*) F. Kégl, H. Erxleben u. J. H. Verbeek, Diese Z. 276, 63 (1942). 

1) F. oy J. H. Verbeek, H. Erxleben u. W.A. J. Borg, Diese Z. 
279, 121 (1 
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9. die beiden Ringe sind ortho-kondensiert’), der Harnstoffring 
ist sechsgliedrig und tragt die Carboxylgruppe®) ’), entsprechend der 
,purinartigen“ Formel II. 

Durch neuere Arbeiten vonV. du Vigneaud und seinen Mitarbeitern, 
die uns nach groBer Verzégerung in Form von Referaten zur Kenntnis 
kamen, ist es notwendig geworden, die von uns fiir «-Biotin gegebene 
Konstitutionsebleitung zu iiberpriifen. Wir miissen hierbei voraus- 
schicken, daB die amerikanischen Autoren auch in den letzten uns be- 
kannt gewordenen Arbeiten noch von der Konstitution des Biotins spre- 
chen, also die von uns§) festgestellte Verschiedenheit des Biotins aus Ei- 
gelb und des von ihnen aus Leber und Milch isolierten Wirkstoffs, fiir 
den wir die Bezeichnung £-Biotin vorschlugen, noch nicht kannten. 

Die amerikanischen Forscher haben, zunichst auf unseren friiher 
mitgeteilten Ergebnissen fortbauend, seither die Konstitution des B-Bio- 
tins durch neue Abbauwege viollig aufkliren kénnen. Eine entscheidende 
Rolle spielte hierbei die Bildung von Adipinsiure beim oxydativen 
Abbau. Wiahrend wir beim «-Biotin lange Zeit mit einer Vielzahl még- 
licher Strukturen rechnen muBten, war beim f-Biotin durch den Nach- 
weis einer langen unverzweigteri Seitenkette sofort eine groBe Ein- 
schrinkung der Méglichkeiten gegeben. Durch zwei weitere Reaktions- 
folgen hat sich dann eine Entscheidung iiber die GréBe der beiden Ringe 
und die Art ihrer Verkniipfung treffen lassen: 

1. D. B. Melville®), A.W. Moyer, K. Hofmann und V.duVig- 
neaud haben beim Abbau der C,-Siure aus £-Biotin durch erschépfende 
Methylierung 0-2-Thienyl]-valeriansiure erhalten, die mit synthetischem 
Material identifiziert werden konnte. Hiermit war die Tetrahydrothiophen- 
Struktur des Schwefelrings und die Stellung der Seitenkette festgestellt. 

2. Uber die Natur des Harnstoffrings gab eine Untersuchung von 
V.du Vigneaud?®*) und D. B. Melville mit K. Folkers, D.E.Wolf, 
R. Mozingo, J.C. Keresztesy und S.A. Harris Auskunft. Mithilfe 
von Raney-Nickel gelang es, 6-Biotin-methylester zu entschwefeln. Der 
entstandene ,,Dethio-biotin-methylester“ lieferte durch Spaltung mit 
Salzsiure das Dihydrochlorid der {7-diaminononansiure, deren Struktur 
durch Abbau und Synthese bewiesen wurde. Die Nachbarstellung der 
'eiden Aminogruppen ergab sich insbesondere auch durch die Konden- 
sation mit Phenanthrenchinon, welche beim analytischen und beim syn- 
thetischen Produkt zu 2-Methyl-dibenzo-chinoxalin-3-hexansaure fiihrte. 

Auf Grund vorstehender Ergebnisse") ist 8-Biotin nach I als 2’-Oxo- 
3,4-imidazolido-2-tetrahydro-thiophen-valeriansiure zu formulieren: 


(198s 3) F. Kégl u. E. J. ten Ham, Naturw. 81, 208 (1948); Diese Z. 279, 140 

®) Brit. Chem. Abstr. 1948, A, II, 112. 

10) Brit. Chem. Abstr. 1948, A, II, 112. 

11) In einer Notiz (Science 1948, 447) teilten S. A. Harris, D. E. Wolf, 
R. ,Mozingo u. K. Folkers mit, daB ihnen die Synthese von Biotin (B-Biotin!) 
— sei; iiber den eingeschlagenen Weg wurden jedoch keine a. 
gemacht. 
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NH——CH——CH, I 
ff \ 
0=¢ 8 
», 


< 
NH——CH-——CH — CH, — CH, — CH, — CH, — COOH 


Als wir in unserer 34. Mitteilung eine Formel fiir 8-Biotin zur Dis- 
kussion stellten, sind wir davon ausgegangen, daB in Anbetracht der 
groBen Ahnlichkeit der beiden Biotine in Eigenschaften und Reaktionen 
ein tiefgehender Unterschied in der Struktur als unwahrscheinlich zu 
gelten hat. Der in den Abbauprodukten «, 8-Dimethylbuttersaiure 
und Adipinsaiure zum Ausdruck kommende Unterschied steht natiir- 
lich auf jeden Fall fest ; im Gegensatz hierzu erscheint ein sechsgliedriger 
Harnstoffring bei «- und ein fiinfgliedriger bei 8-Biotin als sehr wesent- 
liche strukturelle Divergenz. Bei einem Vergleich der Argumente fiir den 
hydrierten Pyrimidin-Ring und den Imidazolidin-Ring ist ohne weiteres.- 
zuzugeben, daB sich unsere Auffassung zwar auf eine an und fiir sich 
iiberzeugende Abbaufolge stiitzt, an Beweiskraft aber unterlegen ist, da 
wir nicht in der Lage waren, ein — der ¢7-Diamino-nonansiure gleich- 
wertiges — stickstoffhaltiges Abbauprodukt mit einem synthetischen 
Praparat zu identifizieren. Fiir die weitere Besprechung der Verhaltnisse 
miissen wir auf das Formelschema zuriickkommen, daB in unserer 32. Mit- 
teilung®) fiir den stufenweisen Abbau der «-C,-Saiure gegeben wurde. 











HN——CH——COOH uy) N—CH—cooH 
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Der Abbau ist bis VIII zweimal ausgefiihrt worden, wobei zur Ver- 
meidung eines experimentellen Risikos jeweils Portionen von 7—30 mg 
C,-Saure titrimetrisch oxydiert und die Reaktionsprodukte vereinigt 
wurden. Da einige andere Wege nicht das gewiinschte Ergebnis geliefert 
hatten und unser Biotin-Vorrat sehr bescheiden war, sahen wir das 
Hauptziel dieses Abbaus darin, ein gréBeres, durch Synthese sicher iden- 
tifizierbares Spaltstiick zu erhalten. Daneben sollte durch die titrimetri- 
sche Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs nach Méglichkeit auch ein 
Einblick in den Bau der nicht isolierten Zwischenstufen gewonnen wer- 
den. Derartige SchluBfolgerungen waren natiirlich nicht ganz unbedenk- 
lich, aber die Ergebnisse fiigten sich der zugrundeliegenden Arbeits- 
hypothese so ungezwungen, dai wir keinen Grund hatten, den Ablei- 
tungen zu miBtrauen. Selbstverstindlich erforderte aber diese Arbeits- 
weise noch mehr als eine mit ,,normalen‘‘ Substanzmengen ausgefiihrte 
Konstitutionsermittlung eine Bestiitigung durch die Synthese. Wahrend 
die einschlaigigen Thiophan-(Tetrahydro-thiophen)-Derivate ohne be- 
sondere Schwierigkeiten synthetisiert werden konnten, stieBen die Ver- 
suche zur Darstellung der betreffenden 1,3-Diamine leider auf auBer- 
ordentlich groBe Schwierigkeiten. Bei manchen Zwischenprodukten be- 
obachteten wir eine auffallige Labilitét der Thioaither-Bindungen, die 
im Gegensatz stand zu der groBen Stabilitét des Schwefels im Biotin- 
molekiil. Diese Befunde waren jedoch nicht ausreichend, die analytischen 
Ableitungen zu Fall zu bringen. 

Versucht man, fiir «-Biotin eine Formel aufzustellen, welche — zu- 
nachst unter Vernachlassigung der von uns postulierten Zwischenstufen 
— die Entstehung der «-Isopropyl-f-sulfo-propionsiure zulaBt, im 
iibrigen aber der von den amerikanischen Autoren bewiesenen Formel 
fiir 8-Biotin méglichst nahesteht, so ergibt sich Konstitution IX: 


HN—CH—CH, 
i, * 

0= re Ss CH, 
\ 


VA | 
cman saiiuaiine 
IX COOH 


Bei uriseren Ableitungen spielten naturgemaB die Abstainde zwischen 
der Carboxylgruppe und den Heteroatomen eine Rolle; vergleicht man 
IX mit der ,,purinartigen“‘ Formel II, so fallt auf, daB trotz der Ande- 
rungen das Carboxy] auch hier durch 2 C-Atome vom Schwefel und durch 
3 C-Atome von einer der NH-Gruppen getrennt ist. Wichtiger als diese 
formale Analogie ist nun aber die Frage, wie sich die Ergebnisse unseres 
stufenweisen Abbaus mit Formel IX vereinbaren lassen wiirden und 
warum wir, wenn letztere richtig ist, nicht bereits friiher zu diesem Struk- 
turbild gelangten. Die entsprechende C,-Diaminosiure X sollte durch 
Bleitetraacetat in den Dialdehyd XI umgesetzt werden, der dann durch 
die beiden, hinsichtlich des Sauerstoffverbrauchs nun nicht verstind- 
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lichen Oxydationen mit Permanganat die Sulfon-tricarbonsiure XII lie- 
fern wiirde. Die Umwandlung der letzteren in die von uns ja in mikro- 
praparativ befriedigender Ausbeute isolierte «-Isopropyl-f-sulfo-propion- 
siure XIII kann jedoch bei den angewandten Versuchsbedingungen 
oe KMn0O, — in 5 Na,CO,-Lésung bei 50—60°) kaum als eine a priori 


vorherzusehende, glatte Reaktion bezeichnet werden: 





H 
H,N—CH—CH, o =4_cH, 
PhAc, — 
Pa ine (20) Pg CHs 4 oNH, 
H,N—CH—CH—CH—CH—CH, 0 =C—_CH—CH—CH—CH, 
| 
x COOH XI H COOH 
HOOC—CH, (HOOC), + 
~ . 
KMn0Q, | 80. CH, KnO, SO, -OH CH, 
(3 O) - | (3 O) ra 
HOOC—CA——CH—CH—CH, CO, + CH,—CH—CH—CH, 
XII boon XIII COOH 


Nachtriiglich ist man natiirlich geneigt, dem beobachteten Sauer- 
stoffverbrauch der nicht isolierten Zwischenprodukte keine entscheidende 
Bedeutung beizumessen!?). Wir haben jedoch die Méglichkeit, daB bei 
der Einwirkung von Bleitetraacetat ein 1,2-Diamin gespalten wird, in 
der 32. Mitt.*) in Betracht gezogen, glaubten sie jedoch ausschlieBen zu 
kénnen, als wir vom primiaren Reaktionsprodukt ein krystallisiertes 
2,4-Dinitro-phenyl-hydrazon isolieren konnten, dessen CH-Analyse in 
der Tat fiir das. Derivat des Sulfoxyd-aldehyds IV sprach. Als weiteres 
Argument fiir dessen Bildung konnten wir auf die quantitative NH;-Be- 
stimmung verweisen, bei der nur 0,65 Mol NH; gefunden wurden. 
Leider lieB es die Materiallage schon damals nicht zu, den Abbau-Aldehyd 
niher zu charakterisieren; unter den gegebenen Umstiinden hitte dies 
nur geschehen kénnen, wenn wir auf die Darstellung einer ausreichenden 
Menge der Sulfo-capronsiure verzichtet hatten. Bei Folgerungen, die 
nach dem Prinzip der gréBeren Wahrscheinlichkeit gezogen werden 
miissen, ist es unvermeidlich, daB sie weniger befriedigen, sobald neue, 
in gegenteiligem Sinne sprechende Tatsachen gefunden werden. Es jist 
denkbar, daB bereits die Reaktion mit Bleitetraacetat weniger einheit- 
lich verlief, als wir es nach den damals ausgefiihrten Modellversuchen er- 
wartet hatten; jedenfalls haben wir keine Sicherheit, daB es sich beim 


12) Dies gilt auch von dem friher 4) von uns angefihrten Argument, 
da8 Athylen-harnstoff schon beim Kochen mit konz. Salzsiure gespalten 
wird. (J. Tafel und L. Reindl, Ber. chem. Ges. 84, 3288 (1901)), wahrend 
«-Biotin — wie Derivate des Trimethylen-harnstoffs — erst bei 200° eine analoge 
Hydrolyse erfahrt. 
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primaren Reaktionsprodukt wirklich um ein Sulfoxyd}%) handelt. Wir 
haben weitere Modellversuche mit Thiodiglykolsiure und ahnlichen 
Thioathern ausgefiihrt, und zwar wurden diese nach dem Vorbild unseres 
Abbaus nacheinander mit Bleitetraacetat und KMnQ, zu den entspre- 
chenden Sulfonen oxydiert. Aus dem Sauerstoffverbrauch, den Aus- 
beuten und dem Auftreten von Oxalsiure zeigte sich, daB die Reaktionen 
nicht ganz einheitlich und iibersichtlich verliefen. 

Am besten wire es natiirlich gewesen, den stufenweisen Abbau der 
C,-Saure aufs neue auszufiihren; praktisch war dies jedoch zwecklos, da 
fiir die Wiederholung héchstens ebensoviel Ausgangssubstanz zur Ver- 
fiigung stand wie friiher. Unter diesen Umstianden muBte versucht wer- 
den, auf anderem Wege zu einer Entscheidung zu kommen. Es lag nahe, 
die 1,2-Stellung der Aminogruppen der C,-Diaminosaure durch Konden- 
sation mit Phenanthren-chinon zu beweisen. Bei einem alteren, zur Orien- 
tierung ausgefiihrten Mikroversuch hatten wir allerdings keine Konden- 
sation feststellen kénnen; leider lieferte auch die mit etwas mehr Material 
angesetzte Wiederholung kein brauchbares Ergebnis. Als Hauptprodukt 
wurde wiederum C,-Diaminosiure zuriickgewonnen; daneben lieB sich 
durch chromatographische Fraktionierung ein Krystallisat von anderen 
Eigenschaften abtrennen, dessen Menge jedoch fiir eine naihere Unter- 
suchung nicht ausreichte. Méglicherweise hingt das negative Ergebnis 
damit zusammen, daB in unserem Fall (auch bei Formel X) eine y-Amino- 
siiure vorliegt, die sich durch Lactambildung der Kondensation ent- 
ziehen kénnte. Vielleicht wire die Chinoxalin-Bildung unter anderen 
Bedingungen zu erzielen; wir haben jedoch von weiteren Versuchen in 
dieser Richtung abgesehen, da ein negatives Resultat durch den genann- 
ten Einwand doch nicht als schliissiger Beweis fiir das Vorliegen eines 
1,3-Diamins zu werten sein wiirde. Bei dieser Sachlage hielten wir es fiir 
richtiger, den Rest unseres «-Biotin-Vorrats fiir einen anderen Weg ein- 
zusetzen, von dem wir uns eine eindeutige Entscheidung versprachen. 

Um zu priifen, ob eines der Carboxyle der durch oxydativen Abbau 
von $-Biotin erhaltenen Adipinsiure mit dem Carboxyl des £-Biotins 
identisch ist, haben K. Hofmann"), B. D. Melville und V. duVig- 
neaud £-Biotin-methylester iiber das Hydrazid einem Abbau nach 
Curtius unterworfen. Das betreffende Urethan lieB sich durch Hydro- 
lyse mit konz. HCi bei 100° in eine Verbindung umsetzen, die an Stelle 
des B-Biotih-carboxyls eine Aminogruppe trug. Durch energische Hydro- 
lyse mit Baryt entstand hieraus — unter Offnung des Harnstoffrings — 
ein Triamin der Formel C,H,,N,S. Wenn dieser Abbau auch bei «-Biotin 
durchzufiihren war, so muBte sich auf diese Weise zwischen den zur Dis- 
kussion stehenden Formeln II und IX eine Entscheidung treffen lassen. 
Aus II wiirde nach der Hydrolyse ein Triamin entstehen, das zwei Amino- 
gruppen am gleichen C-Atom tragt und demnach unter Abspaltung von 


13) Die CH-Analyse wiirde z. B. auch fiir das Mono-(2, 4-dinitro-phenyl) 
hydrazon des XI entsprechenden Thioithers stimmen. 
14) J. Biol. Chem. 144, 513 (1942). 
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Ammoniak einen Aldehyd (bzw. dessen Umwandlungsprodukte) liefern 
miiBte; bei [X war dagegen das stabile Triamin XIV zu erwarten: 





H,N—CH—CH, 
iiber Hydrazid-Azid : 
oon Ss CH, 
Urethan nach Hydrolyse PA | 
- H,N—CH—CH—CH—CH—CH, 
XIV NH, 


Der Versuch konnte zweimal mit je 10 mg «-Biotin-methylester aus- 
gefiihrt werden. Das schén krystallisierende «-Biotin-hydrazid schmolz 
bei 233—234°, waihrend der Schmelzpunkt des £-Biotin-hydrazids bei 
238—240° liegt. Derartige Schmelzpunktsdifferenzen sind auch bei 
anderen Derivaten der beiden Reihen beobachtet worden; sie sind offen- 
sichtlich durch die verzweigte Seitenkette der «-Verbindungen bedingt. 
Unser rohes Azid schmolz bei etwa 92° unter Gasentwicklung, das Roh- 
kristallisat des Athylurethans bei 171—173°. Auf eine Reinigung der 
Zwischenprodukte muBte naturgemaB verzichtet werden. Die hydroly- 
tische Spaltung haben wir durch halbstiindiges Erhitzen mit konz. Salz- 
siure auf 200° durchgefiihrt, da wir den eventuell gebildeten Aldehyd 
nicht der Einwirkung von heiBer Barytlauge aussetzen wollten. Der 1. An- 
satz lieferte nach Filtration und Fallung mit Pikrolonsiure 11,2 mg eines 
Rohprodukts, das unter Zusatz von etwas Pikrolonsiure in der Hitze in 
verdiinntem Alkohol gelést wurde. Beim Abkiihlen schieden sich 7 mg 
gelbe, zu Drusen vereinigte Kristillchen aus, die unter dem Mikroskop 
bei 243—245° unter Zersetzung schmolzen. Der 2. Ansatz lieferte 3,1 mg 
dieses Pikrolonats. 


Analysen*): 
2,476 mg Subst.: 4,18 mg CO,, 1,07 mg H,0, 


0,031 mg Asche (bei der ee in Abzug gebracht) 


1,608 mg Subst.: 0,290 cem N, (771 mm, 23°) 
2,039 mg Subst.: 0,54 mg BaSO, 
2,931 mg Subst.: 4,90 mg CO,, 1,23 mg H,O, 0,039 mg Asche (in Abzug gebr.) 
C, 'gHygN,S- 3 C,o9H,0,N, 
bzw. C says Oi5NisS (981, 5) Ber. C 46,46 H 4,42 N 21,41 S 3,27 
Gef. C 46,65 H 4,90 N 21,36 S 3,68 
C 46,24 H 4,76 


Zum Vergleich seien die Werte fiir ein Pikrolonat des Aminosulfoxyd- 
aldehyds a. 


c ,H,,ONS - C,,H,O 
bzw. Cy,H,0,N; ae as, 3) Ber. (49,39 H.5,30 N 16,02 S$ 7,83 
Nach den vorstehenden Ergebnissen fiihrt der Curtiussche Abbau 
des «-Biotins mit anschlieBender Saéurehydrolyse zu einem selbst unter 
extremen Bedingungen stabilen Triamin der Zusammensetzung C,H,,N,S. 


15) Die Analysen wurden von Herrn P. J. Hubers, Amsterdam, aus- 
gefihrt. 
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Dieses Verhalten ist mit der friiher aufgestellten Formel II nicht verein- 
bar. Wenn wir auch praktisch nicht mehr daran zweifeln, daB «-Biotin 
die der £-Verbindung analoge Konstitution IX besitzt, erscheint es uns 
doch wiinschenswert, das Verhalten beim stufenweisen oxydativen Ab- 
bau noch véllig aufzukliren. Auch sonst sind noch verschiedene wichtige 
Reaktionen auszufiihren, wie z. B. die Darstellung von Des-thio-«-biotin. 
Andere Fragen betreffen der. stereochemischen Bau. Die beiden Fiinf- 
ringe sind natiirlich auch bei «-Biotin in cis-Stellung miteinander ver- 
kniipft; gegeniiber der 8-Verbindung ergibt sich jedoch durch das Hinzu- 
treten eines weiteren Asymmetriezentrums in der Seitenkette noch eine 
additive Komplikation fiir die Synthese. 

Da wir Trockeneigelb, unser Ausgangsmaterial, seit Ende 1939 nicht 
mehr erhalten konnten, sind wir dazu iibergegangen, die alten Abfall- 
Fraktionen nochmals zu verarbeiten. Riickblickend 14Bt sich feststellen, 
daB wir unsere Biotin-Arbeiten notgedrungen mit zu geringen Substanz- 
mengen auszufiihren hatten. Manche Reaktionen, die inzwischen von 
den amerikanischen Forschern erfolgreich verwirklicht worden sind, 
muBten aus diesem Grunde und anderen zeitbedingten Faktoren unbe- 
arbeitet bleiben oder nach negativ verlaufenen Mikro-Ansitzen auf- 
gegeben werden. Vielleicht wire es uns unter giinstigeren Umstanden 
gelungen, auch beim letzten der neun in der Einleitung genannten Punkte 
von Anfang an das Richtige zu treffen. 











